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OZET

Seko, 1. Polisorbat 80 Kaplh, Kurkumin ve Dosetaksel Yiikli PLGA
Nanopartikiiller Sistemlerin Gelistirilmesi ve Beyin Tiimorii Etkinliklerinin
Degerlendirilmesi. Hacettepe Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Teknoloji
Program Doktora Tezi, Ankara, 2020. Merkezi sinir sistemi (MSS) ilag tagimasi
arastiricilar igin bir zorluk olusturmaktadir. Kan-beyin bariyeri (KBB) sistemik olarak
uygulanan terapdtik ajanlarin gegisini 6nemli dlgiide engeller ve beyin ekstraselliiler
matrisi, lokal olarak wuygulanan ajanlarin dagilimimi  ve kalis siiresini
siirlandirmaktadir. Polisorbat 80 (Poly 80) kapli Poli(laktik-ko-glikolik asit (PLGA)
nanopartikiilleri (Poly 80-PLGA NP’ler) bu problemlere umut veren bir ¢oziim
sunmaktadir. Polisorbat 80 (Tween® 80) ile kaplanmis ila¢ yiikli PLGA
nanopartikiiller, intraven6z enjeksiyondan sonra beyin kanser tedavisinde kullanilan
antineoplastik ilaglarin etkili bir sekilde beyine taginmasini saglamaktadir. Yiiksek yan
etkileri ve direnci gelisen antineoplastik ilag grubunda yer alan dosetaksel ile birlikte
kullanilan kurkumin, dosetaksel dozunu azaltarak kanser tedavisinin yan etkilerini
azaltmaktadir. Bu ¢alismada, PLGA nanopartikiilleri tekli emiilsiyon yontemi ile 3-
degiskenli 3-seviyeli Box-Behnken tasarimi ile optimize edilmis dosetaksel (DTX) ve
kurkumin (CCM) yiikli PLGA NP’ler, polimer konsantrasyonu (Xzi), ilag
konsantrasyonu (Xz) ve organik/su oraninin (X3) bagimsiz degiskenler ve partikiil
biyikligi (Y1), ilag enkapsiilasyon etkinligi (Y2) ve polidispersite (PDI) (Y3) olarak
yanitlart kullanilmigtir. Hazirlanan Poly80-DTX-CCM-PLGA-NP’ler partikiil boyutu,
polidispersite, zeta potansiyeli, ilag enkapsiilasyon etkinligi, TEM/SEM goriintiileri ve
FTIR analizi ile karakterize edilmistir. bEnd.3 endotel ve U87 glioma hiicrelerinde
MTT testi yapilarak, giivenli PLGA nanopartikiil miktar1 belirlenerek, optimum
formiilasyon i¢in US87 hiicrelerde etkinlik degerlendirilmistir. Ayrica bEnd.3
hiicrelerde alimi polisorbat 80 kaplamali NP’lerin kaplamasiz olan NP’lere gore daha
yiiksek oldugu gosterilmistir. In vivo olarak ise, Flamma 774 yiiklii Poly 80-PLGA-
NP enjekte edilen farelere in vivo goriintiileme sistemi (IVIS) kullanilarak KBB asarak
beyine gecisi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kan-Beyin Bariyeri (KBB), Dosetaksel, Kurkumin,
PLGA Nanopartikiiller, Polisorbate 80 kaplama,
Box-Behnken Tasarim



viii

ABSTRACT

Seko, I. Synthesis, evaluation of in vitro and in vivo activities of curcumin and
docetaxel loaded polysorbate 80 coated PLGA nanoparticulate systems.
Hacettepe University Graduate School Health Sciences Institute, Pharmaceutical
Technology Department, 2020. Delivery of drugs in Central Nervous System (CNS)
is a major challenge for researchers. The blood-brain barrier (BBB) significantly
inhibits the delivery of systemically administered therapeutic agents to the brain and
limits the distribution and longevity of the locally distributed agents in brain
extracellular matrix. Polysorbate 80 (Poly 80) coated PLGA nanoparticles (Poly 80-
PLGA NPs) offer a promising solution to these problems. Following the intravenous
injection drug loaded PLGA nanoparticles coated with Polysorbate 80 (Tween 80)
provide effective brain transport method for antineoplastic drugs used in brain cancer
treatment. Plant-derived curcumin, which is used in combination with antineoplastic
drug with high side effects such as docetaxel, reduces side effects of cancer treatment
by reducing dose of docetaxel. In this study, curcumin and docetaxel loaded PLGA
nanoparticles are prepared using single emulsion method, the formulation is optimized
using Box-Behnken design with 3 independent factors in 3 level, as follows; polymer
concentration (X1), drug concentration (X2) and solvent/water ratio (X3) and as
response NP size (Y1), drug loading ratio (Y2) and polydispersity (Y3). The prepared
Poly 80-DTX-CCM- PLGA-NPs were characterized by particle size, polydispersity,
zeta potential, drug loading ratio, TEM/SEM images and FTIR analysis. MTT test was
performed on bEnd.3 endothelial and U87 glioma cells and IC 50 values were
calculated for optimum formulation. In bEnd.3 and U87 cell lines it was observed that
polysorbate 80 coated PLGA NPs showed an increased uptake compared to non-coated
PLGA NPs. In vivo, CD1 mice injected with Poly 80-DTX-CCM-PLGA-NPs were
shown to have been transported through BBB into the brain using the in vivo imaging
system (IVIS).

Key Words: Blood-Brain Barrier (BBB), Docetaxel, Curcumin, PLGA Nanoparticles,
Polysorbate 80 coating, Box-Behnken Design
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1. GIRIS

Yaklasik 100 y1l 6nce, uygun bir boyanin intravendz enjeksiyonundan sonra,
beyin disindaki organlarin boyandigi gozlenmistir. Bu durumun, beyin ve kan
arasindaki kan-beyin bariyeri (KBB) olarak adlandirilan belirli bir yapidan kaynakli
oldugu anlasilmistir (1). Bu yap1 “kan-beyin bariyeri (KBB)” olarak tanimlanmuistir.
KBB, ayn1 zamanda, terapotik ilaglarin gegcmesi i¢in en karmasik engellerden biridir
ve KBB'nin yapisi nedeniyle, ancak uygun lipofilitesi, molekiiler agirlig1 ve yiikii olan
birkag¢ kii¢iik molekiil, KBB'ye niifuz edebilir ve merkezi sinir sistemine gegebilir
(MSS). Kiigiik molekiillerin% 98'i ve hemen hemen tiim biiyiik molekiiller (molekiiler
agirlik> 1kDa, ornegin; rekombinant DNA veya gen bazli ilaglar) KBB'ne niifuz
edemedikleri gozlenmistir (2). Farmakolojik olarak 6nemli miktarda KBB'yi gegmek
icin, bir molekiiliin molekiiler agirligi <400 Da olmali, uygun lipofilisitesi olmali ve

p-glikoprotein (P-gp) gibi KBB'de bir aktif efflux tasiyici i¢in bir substrat olmamalidir
@).

Kanser hastalarinin prevalansi yaslanan niifus ile artmaktadir ve bu hastaliklarin
tedavisi i¢in bir¢ok yeni bilesik gelistirilmis ancak ¢ogu piyasaya ulasamamistir. Kotii
huylu beyin tiimori, tan1 ve tedavi i¢in oldukc¢a zor bir hastaliktir. Glioblastoma
eriskinlerde en yaygin ve en oOliimciil malign beyin timortidiir ve glioma olarak
adlandirilan bir grup tiimorden biridir (4). Mevcut terapotik tedavi temelini
olustururan, maksimum giivenli cerrahi miidahale ve ardindan eszamanli temozolamid
(TMZ) ile birlikte radyasyon tedavisine (RT) (“Stupp rejimi”) ragmen ortalama
sagkalim siiresi 10-15 ay arasindadir (5, 6). Sitotoksisite, dagilim ve kan beyin
bariyerini gegme yetenegi, beyin tiimorlerinin tedavisinde kullanilan kemoterapi i¢in
en onemli etmenlerden bazilaridir. Beyin kanser hastaliklarinin karmagikligina ek
olarak, KBB ilaglarin tasmmmasi igin uygun teknolojilerin eksikligi, MSS
hastaliklarinin tedavisi i¢cim ilag gelistirmesini zorlastirmaktadir. Son yillarda bu
bariyerin iistesinden gelmek i¢in bircok strateji gelistirilmistir. Diger ilag tasima
yontemleri ile karsilastirildiginda, nanopartilliiler sistemler, azaltilmis sistemik yan
etki ve cerrahi miidahaleye ihtiyag olmamasi nedeniyle en bilinen ila¢ tasima

stratejilerinden biridir. Nanopartikiiler tagima sistemlerini gelistirerek, terapotik



ajanlarin  fizikokimyasal, farmakodinamik ve farmakokinetik &zellikleri
iyilestirilebilmektedir. Nanopartikiiller sistemleri kiigiik boyutlarindan dolay1 timor
bolgelerindeki damar endotel hiicreler arasinda agikligin normal dokulara gore daha
fazla olmasi sebebiyle, nanopartikiiller ‘Arttirilmis Gegirgenlik ve Alikonma’
(Enhanced Permeability and Retenstion, EPR) etkisi ile pasif hedeflendirme ile timor

bolgesinde toplanmaktadir.

Nanopartikiiller farkli dogal veya sentetik materyallerle hazirlanabilir ve
nanopartikiillerin karakterizasyonu istenilen hedef bolgeye ilact ulastirmak igin
kritiktir. Poli (laktik-ko-glikolik asid) (PLGA), biyopargalanabilir (7, 8) ve
biyouyumlu (9) olmasi nedeniyle biyomedikal uygulamalar i¢cin FDA onayhdir.
Kontrollii (10) ve stirekli (11) salim, stealth teknolojisi (12) ve hedeflendirme
ozellikleri ile ilag tasimasinda yogun olarak arastirilmaktadir. Polisorbat 80 siirfaktani
ile kaplama, beyine serbest sekilde gegemeyen terapotik ajanlar igin bir 'altin standart'
olarak kabul edilmistir ve PLGA, poli (alkil siyanoakrilat) (13), insan serum albiimini
(14) ve kat1 lipit nanopartikiiller (15) gibi farkli nanopartikiiler sistemler ile birlikte
kullanildiginda etkili oldugu kanitlanmistir. Siirfaktan kaplamasinin kanda kalma
sliresinin arttirilmasinin yani sira (16), basarili beyin ilag tagima i¢in anahtar rolii
vardir. Polisorbat 80-kapli PLGA (17) ve poli(butil siyanoakrilat) (PBCA) (18, 19)
gibi  nanopartikiiller, secici olarak belirli plazma proteinlerini (6zellikle
apolipoproteinler E ve B) kandan adsorbe eder ve bu proteinler (20), KBB'ni olusturan
endotelyal hiicreler tarafindan partikiillerin reseptor aracili endositoz ile beyin igine

tasinmasini kolaylagtirmaktadir (17, 21-24).

Dosetaksel, paklitaksel etkin maddesinin yar1 sentetik seklidir. Ilag, preklinik
modellerde ve klinikte beyin kanserleri dahil olmak {izere ¢esitli kanser tiplerinde
genis bir antitimor spektrumu bulunmaktadir (25). Yan etkileri yiiksek, disiik
absorpsiyon ve ilk gecis etkisi sebebiyle biyoyararlanimi (26) kisiden kisiye
degiskenlik gostermekle birlikte %10’dan diisiiktiir (27). Fizikokimyasal (6rnegin;
¢oziiniirliik) 6zelliklerinden dolay1 oral kullanima uygun olmamasindan ve yukarida
bahsedilen Ozelliklerinden dolay1 tez kapsaminda etkin madde olarak dosetaksel

secilmistir.



Kurkumin, dogal kaynakli ve oral olarak iyi tolere edilen bir etkin maddedir. Son
zamanlarda antikanser etkisi oldugu saptanmistir (28-31). Kimyasanl duyarlilig
(chemosensitizing) (32, 33) ve kimyasal koruyucu (chemoprotective) (34, 35)
Ozelliklerinden dolay1 dosetaksel ile kombine halde kullanilmasina karar verilmistir

(36, 37).

Sunulan bu tez ¢alismasinda 6ncelikli olarak Box-Behnken optimizasyon tasarimini
kullanarak kurkumin ve dosetaksel etkin maddelerini kombine halde iceren PLGA
NP’leri optimize edilmistir. Elde edilen en iyi nanopartikiil formiilasyon segilerek
kurkumin varhiginda dosetakselin antitiimor etkisi ve elde edilen nanopartikiiler

sistemin polisrobat 80 kaplanmasi sonras1 beyne gecis etkinligi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Kan-Beyin Bariyeri

KBB, endotelyal hiicrelerden olusan segici bir bariyerdir (Sekil 2.1.) (38).
Bitisik endotel hiicreleri arasindaki siki kavsaklar fiziksel bir bariyer olarak islev
gormektedir. Periferik damarlarda, molekiiller transseliiler yolla endotel hiicrelerden
gegcebilir fakat KBB endotel hiicrelerinde paraseliiler tasimaya daha yaygindir (38).
KBB endotel hiicrelerin luminal ve abluminal yanlarinda bulunan, belirli bilesiklerin
taginmasi igin Ozel tastyicilar olan, gerekli bilesiklerin girisini kolaylastiran fakat
zararh bilesiklerin gecisine izin vermeyen bir tagima bariyeridir. Kiigiik lipofilik
molekiiller, limen ve abluminal hiicre zarlar1 boyunca pasif difiizyon yoluyla beyne
gecebilmektedir. Beyne pasif taginmayi diizenlemek i¢in, efflux pompalart birgok
istenmeyen molekiilii dolasim sistemine geri dondiirmektedir. Glikoz, amino asitler,
organik anyonlar ve katyonlar ve niikleositler gibi kiigiik polar molekiiller, tastyict
aracili tagima yoluyla kan-beyin bariyerini ge¢cebilmektedir. Bu ¢6ziinen tasiyicilar, bir
molekiile spesifik olabilir veya birka¢ molekiile ¢cok spesifik olabilir. Proteinler ve
peptidler gibi biiyiikk ¢ozlinen maddeler, reseptor aracilt veya adsorpsiyon aracilt
endositik tasima ile KBB asip beyne gecebilmektedir (39). Tasinmanin 6nemli roliinii
vurgulayarak, ndrovaskiiler iinitedeki tiim proteinlerin %10-15"inin tasiyict oldugu
tahmin edilmektedir (40). Bu diizenlenmis tasginmanin bir sonucu olarak, amino
asitlerin ve proteinlerin konsantrasyonunda biiyiik farkliliklar olabilirken, kandaki ve
beyin omurilik sivisindaki iyonlarin konsantrasyonundaki farkliliklar nispeten
kiigiiktiir (41). Genel olarak, pasif hiicre ig¢ine alim, suda ¢oziinmesi igin yeterli
hidrofiliklik ve lipit ¢ift tabakasinin hidrofobik cekirdeginde ¢oziiniir olmak igin
yeterli lipofilikligin bir kombinasyonuna sahip kiiciik molekiillerle sinirlidir. O2 ve
CO2 gibi kiigiik gazli molekiiller, barbitiiratlar, etanol ve kafein gibi kiiciik molekiiller
kadar hiicre zarindan da gegebilmektedir. Bununla birlikte, beyin endotel
hiicrelerindeki aktivitesi periferalden ¢ok daha diisiiktiir (42). KBB'nin hidrofilik ilag

girisini ciddi sekilde simirlandirmast ve beyine protein veya peptit gibi daha biiyiik



molekiillerin smirlt penetrasyonu MSS ilag gelistirme c¢alismalarinda dikkate

alinmalidir.

KBB icinde paraseliiler veya transseliiler kanallarin bulunmamasi sebebiyle
dolasimdaki molekiillerin beyine erisimi asagidaki iki mekanizmadan sadece biri

araciligiyla gerceklesmektedir;
(1) serbest difiizyon
(2) KBB iginden tagiyici veya reseptor aracili tagima (RMT).

KBB endotel hiicrelerini agmak ig¢in kullanilan tasima stratejileri Sekil 2.2.’de

Ozetlenmistir.

Siki Kavsaklar. Basal Lamina

Néron

Astrosit

Endotel Hucre

Makrofaj Mikroglia

Sekil 2.1. Kan-Beyin bariyerini olusturan yapilar (43)
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Sekil 2.2. Kan-beyin bariyerini gegerek beyine ilag tasima stratejileri ve
mekanizmalar1. Kan-beyin bariyeri, sik1 kavsaklar aracilig1 ile birbirlerine kenetlenmis
negatif yiiklii vaskiiler endotel hiicre katmanindan olusmaktadir (43). Beyine ge¢is

yollarin asagidaki gibi 6zetlenmistir;

(@) Difiizyon: kii¢iik hidrofobik molekiilerin ve terapotik bilesiklerin beyine
tasima ana yoludur.

(b) Hiicreler arasi tasima: kiigiik hidrofilik molekiillerin tasimada,

(c) Tasiyict araciligr tasima: beyin mikrogevrenin hemeostazisi igin gerekli
olan maddeleri (Orn. Glukoz, amino asit, niikleozit vb.) tasimada,

(d) Reseptor araciligi transitoz: peptid ve uyarict molekiilleri (insiilin, leptin,
interlokinler) ve besleyici maddeleri (Demir, Disiik yogunluklu
lipopreteinler (LDL)) tasimada,

(e) Adsorptive transitoz: Spesifik olmayan ve pozitif yikli maddelerin

tasimada kullanilir (serum proteinleri)

2.2. Nanopartikiiller fla¢ Tasiyic1 Sistemler

Son yillarda, hiicrelere ilag tasiyarak insan saglhiginin iyilestirilmesi igin

nanopartikiiler (NP) sistemler kullanilmaya baslanmistir. NP'ler, bu hiicrelerin



dogrudan tedavi edilerek ilaglarmn etkinliginin artirllmasina, yan etkilerin azaltilmasina
ve genel olarak insan sagligimin iyilestirilmesine imkan veren, hasta hiicrelere 6zel
olarak ilaci tasiyacak sekilde tasarlanmistir. Toz, kapsiil, tablet veya sivi gibi
geleneksel ilag uygulamalarmin yiiksek doz gereksinimi, diisiik biyoyararlanim, hizli
ilk ge¢is metabolizmasi ve zayif farmakokinetik gibi 6nemli sinirlamalari vardir (44).
Proteinler ve peptitler gibi bazi etkin ilag adaylarinin, gastrointestinal sistemdeki zayif
¢ozintrlikleri ve diisiik absopsiyonu sebebiyle, biyolojik sistemlerdeki zay1f terapotik
etkinlikleri klinik ¢alismalardaki basarisizliklarinin temel sebepleridir (45). Uygun
olmayan fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle, zayif ¢oziiniirliigii olan bir ila¢ aday1
bile, nanopartikiiller sistemleri kullanilarak iyilestirilmis bir farmakokinetik /
biyoyararlanim profili ile hedeflenen bdlgeye etkili bir sekilde taginabilmektedir (44,
46). Noronal sistemde, ek bir koruma bariyeri olarak islev goren kan-beyin bariyeri
(KBB), noronal sistemleri hedef alan ¢esitli ilag yiiklii nanosistemler i¢in hala biiyiik
bir engel olarak olusturmaktadir (14, 47). Nanopartikiillerin ylizey modifikasyonu ile
ozelliklerini degistirerek fagositik opsonizasyondan kagarak kan-beyin bariyerine
gecmesini saglarmak ve bdylece beyin igindeki ila¢ konsantrasyonu arttirmak

miimkiindiir (48-50).

Nanopartikiiller genellikle normal organlara zarar vermeden tiimoér dokusuna
hedeflenen kemoterapdtikleri tasidiklar icin, ilag¢ tastyici olarak gelistirilmekte ve
kullanilmaktadirlar. ideal NP tasiyicilarmin ozellikleri; biyoparcalanabilir, stabil,
immiinojenik olmayan, iretilmesi kolay, uygun maliyetli ve yiiklenen terapdtik

ajanlar1 sadece hedef bolgesinde serbest birakabilmesidir. (51).

2.2.1. Poli (laktik-ko-glikolik asit) Nanopartikiiller

Biyouyumlu ve biyoparcalanabilir polimer formlari, kemoterapétik ajanlarin
biyoyararlanimin1 arttirir ve bilesimlerinin bir 6zelligi olarak ilaglarin siirekli ve
zamana bagli salimina izin verir, bdylece kontrollii bir terapotik yaklagim
saglamaktadir. Iyi tasarlanmis bir nanopartikiiller sistem, pasif hedeflendirme yoluyla

hiicre igine girebilmeli, endozomal kagisa ugramali ve diisiik pH ve enzimatik bozulma



gibi sert hiicre i¢i ortam kosullar1 nedeniyle lizozomlarda parcalanmaya karsi
dayanikli olmalidir. Yaygin olarak kullanilan polimerlerden biri olan poli (laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA), biyouyumlu ve kolay modifiye edilebilir 6zellikleri nedeniyle
bir¢ok biyomedikal uygulamada kullanilan FDA ve EMA onayli bir polimerdir (52).
Biyolojik olarak uyumlu yapisi, kan dolasim siiresini uzatir, bdylece enkapsiile edilmis
ilaglarin plazma yar1 6émriinii arttirir. Bunun yani sira hidrofobik ilaglar i¢in yiiksek
ilag yiikleme kapasitesi sunmasi, ilaglar1 hiicre i¢ine tasimasi ve ilaglarin bozunmaya

kars1 kat1 matriks korumasi gibi avantajlari vardir.

flag tasima sistemlerin istenilen yarar1 elde etmesi ve terapotik etki alanma ulasmasi
icin kan dolagiminda yeterince uzun siire bulunmasi gerekmektedir. Hidrofobik yapisi
nedeniyle, PLGA nanopartikiiller retikiiloendotel sistemi (RES) ile yiiksek oranda
opsonizasyona ugramaktadir. RES organlarmin sebep oldugu opsonizasyona bagl
olarak kandan uzaklastirmay1 azaltmak ve nanopartikiiliin kanda dolagim siiresini
uzatmak igin, nanopartikiillerin etrafina ¢esitli hidrofilik madde kaplama stratejileri
gelistirilmistir. Kanda kalis siiresini arttirmak i¢in nanopartikiiller, polisorbat 80, PEG
(polietilen glikol), insan serum albiimini (HSA) ve poloksamerler dahil olmak {izere,
cesitli hidrofilik kaplamalar PLGA nanopartiikiillerine uygulanmistir (53, 54). PLGA
nanopartikiiller, malign kanser hiicreler i¢ine alimini arttirabilen uygun hidrofilik
kaplamas1 sayesinde, EPR etkisine bagli olarak daha uzun siire hedef bolgesinde
kalabilmektedir (55).

PLGA nanopartikiillerin polisorbat 80 ile kaplanmasi, KBB boyunca beyne
taginmasini saglayabilmektedir. Kaplama ajani olarak kullanilan polisorbat 80, efflux
sistemini, ozellikle P-glikoproteini (Pgp) inhibe edebilmektedir (56-58) ancak beyine
tasinmasi igin baska bir hiicreye alim mekanizmasi1 bulunmaktadir (59). Polisorbat 80
kaplamal1 nanopartikiillerin kan akigina enjeksiyonundan sonra apolipoprotein E (Apo
E) ve A1 (Apo Al) adsorpsiyonu saglanmaktadir (60). PLGA nanopartikiillere adsorbe
edilen proteinler, nanopartikiillerde enkapsiile edilmis ilaglarin kan-beyin bariyerini
asarak beyine geg¢mesini saglamaktadir. Polisorbat 80 kaplamali PLGA
nanopartikiillerinin, yiizeylerinde apolipoproteinlerin adsorpsiyonu nedeniyle,
nanopartikiiller lipoprotein gibi davrandigi disiiniilmektedir. Daha once yapilan
calismalarda, belirli apolipoproteinlerin nanopartikiillere baglanarak enkapsiile

edilmis ilaglar1 KBB’i asarak beyine tasimak i¢in uygun bir ydntem oldugu



bulunmustur (61, 62). Diger bir ¢calismada, ApoE adsorpsiyonu ve KBB gegisi arasinda
acik bir baglant1 oldugun kanitlanmustir (Sekil 2.3.). Ornegin, polisorbat 80 kaplamali
PLGA velveya apolipoprotein E veya B'nin  konjuge edilmis PLGA
nanopartikiillerinin KBB'yi in vivo olarak ge¢mesi ve enkapsiile edilmis ilaglar1 bu

bariyerden gecirmesi miimkiin olmustur (22, 63, 64).
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Sekil 2.3. Polisorbat 80 kapli nanopartiikiillerin beyine tasima sematize mekanizmasi
(65)

PLGA Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

PLGA nanopartikiillerin sentezi i¢in mevcut yontemler iki sinifa ayrilmaktadir;
asagidan-yukartya (bottom-up) ve yukaridan-asagiya (top—down). Emiilsiyon veya
mikroemiilsiyon polimerizasyonu, araylizey polimerizasyonu ve c¢okeltme
polimerizasyonu gibi asagidan-yukariya tekniklerde baslangi¢ noktasi olarak bir
monomer kullanilmaktadir. Emiilsiyon buharlagmasi, emiilsiyon diflizyonu,
¢oziiciiniin yer degistirmesi (solvent displacement) ve tuzun uzaklastirilmasi (salting
out), yontemleri ise 6nceden olusturulmus polimerden nanopartikiillerin sentezlendigi

yukaridan asagiya tekniklerdir.
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Emiilsiyon Difiizyon Yontemi

Bu yontemde, polimer (PLGA) su ile kismen karisabilen organik bir solvanda
(6rnegin, etil asetat, benzil alkol veya aseton) ¢oziilmektedir. Organik faz,
karistirtlmakta olan iyonik olmayan polivinil alkol (PVA) gibi uygun bir yiizey aktif
madde igeren bir ¢ozelti ile emiilsifiye edilmektedir. Organik ¢oziiciiniin difiizyonu ve
suyun emiilsiyon damlaciklarina ters-difiizyonu polimer nanopartikiillerin olusumuna
neden olmaktadir (66). Tekli emiilsiyon olustuktan sonra koloidal yapiya enerji
verilerek (Ultrasonikasyon veya homojenizator) partikiil biiyiikliiklerinin azalmasina
ve homojen olmasi saglanmaktadir (Sekil 2.4.). Emiilsiyon Difiizyon Yontemi ile
sentezlenen nanopartikiillerin biiytikligiinii etkileyen 6nemli parametreler sunlardir:
PLGA orani, polimer konsantrasyonu, ¢oziicii, ylizey aktif madde, polimer molekiiler

agirhig, viskozite, organik- su faz oranlari, sicaklik ve eklenen suyun akis hizi.

Bu tez kapsaminda, iiretim ve sentez kolayligi, tekrarlanabilirlik ve etkinlik agisinda

PLGA hazirlama yontemi olarak bu yontem se¢ilmistir.
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Sekil 2.4. Emiilsiyon Diflizyon Yontemi ile PLGA NP hazirlama agamalari

Tuzlarin Uzaklastirilmasi Yontemi
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Bu sentez yonteminde, polimer, aseton veya tetrahidrofuran gibi su ile
karisabilen organik fazda ¢6ziilmektedir. Organik faz, sulu faza eklenerek, kuvvetli
mekanik stres altinda emiilsifiye edilmektedir. Sulu faz, ylizey aktif madde ve organik
fazda ¢6zlinmeyen yiiksek bir konsantrasyonda tuz icermektedir. Emiilsiyon difiizyon
yonteminin aksine, ¢oziiciiniin tuzlarin varligindan dolayi difiizyonu yoktur. Saf suyun
yag/su emiilsiyonuna hizli bir sekilde karistirilmasiyla iyonik giiciinii azaltir ve su ile
karisabilen organik ¢oziiciiniin sulu faza gegmesine neden olur, bu da nanosfer
olusumunu tetiklemektedir (67). Son asama, tuz bilesigini ¢ikarmak i¢in filtreleme
veya santrifiijleme yoluyla saflastirmadir. Yaygin olarak tuz elektrolitler (sodyum
kloriir, magnezyum asetat veya magnezyum kloriir) veya sukroz gibi elektrolitler
kullanilmaktadir. Dikkate alinmast gereken Onemli parametreler: polimer
konsantrasyonu ve molekiiler agirlik, karistirma hizi ve siiresi, yiizey aktif madde ve

¢oziiciiniin kimyasal yapis1 ve konsantrasyonu ve kriyoprotektan kullanimi.

Nanopresipitasyon Yontemi

Genel olarak, bu yontem hidrofobik ilaglarin enkapsiilasyonunda kullanilmakla
birlikte hidrofilik ilaglar i¢in de uyarlanabilmektedir. Polimer ve ilag, aseton,
asetonitril, etanol veya metanol gibi polar ve suyla karisabilen bir ¢oziicii iginde
coziilmektedir. Cozelti daha sonra kontrollii bir sekilde (damla damla seklinde)
stirfaktan iceren bir ¢ozeltiye eklenmektedir. Nanopartikiiller hizli solvent difiizyonu
ile aninda olugmaktadir. Son olarak, ¢oziicii basing altinda rotavaporda veya gece boyu
bekleyerek ugurulmaktadir. Onemli parametreler sunlardir: polimer / yiizey aktif
madde orani, polimer konsantrasyonu, ylizey aktif maddenin yap1 ve konsantrasyonu,

¢oziicli yapisi, viskozite, katki maddeleri, aktif bilesen ve faz enjeksiyonu.

Her hazirlama yonteminin avantajlari ve dezavantajlar1 vardir, ancak en Onemli
hazirlama sec¢im kriterleri etkin maddenin kimyasal 6zellikleri, organik ¢oziiciiler,
polimer ve yiizey etkin madde ile etkilesimlerdir. PLGA NPlerin hazirlamak i¢in
organik ¢oziiciiniin diflizyonuna dayanan yontemlerde NP biiyiikligiinii 200 nm'nin
altinda tutmak i¢in diisiik polimer konsantrasyonu kullanmak gerekmektedir. Solvan
buharlasma asamasini igeren yontemler ise daha fazla zaman alic1 ve daha pahalidir,

ancak polimer konsantrasyonu miktarina daha az duyarhidir. Ozellikle emiilsiyon
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buharlagtirmas: yonteminin bir avantaji, hem hidrofilik (su /yag/ su emiilsiyon) hem
de hidrofobik (su / yag emiilsiyon) ilaglarin yiiklenmesi i¢in kullanilabilmesidir.
Tuzlarin uzaklastirmas: yontemi, daha yiiksek polimer konsantrasyonunda NP
hazirlamak i¢in uygundur, ancak saflastirma islemi bu ydnteminin en onemli
siirlayict  faktoriidiir.  NPlerin  hazirlanmas: i¢in bahsedilen tim hazirlama
yontemlerimde, yiizey etkin madde konsantrasyonu, polimer konsantrasyonu, polimer
molekiiler agirligi, ¢oziicii tipi ve organik/su faz oranlar1 partikiillerin boyutunun
kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Bu parametreler optimize edilerek

NPIlerin in vitro ve in vivo Ozelliklerinin iyilestirmesi saglanabilmektedir.



2.2.2. PLGA Bazh Piyasa Preparatlari

Tablo 2.1. PLGA bazli piyasa preparatlari

13

Uriin Etkin Madde Dosaj Sekli Endikasyon Uretici

Zoladex Goserelin Kati Implant Prostat Kanseri AstraZeneca

Lupron Depot Leuprolide Mikropartikiil Prostat Kanseri Sanofi Aventis
Sandostatin Octreotide Mikropartikiil Akromegali Novartis

Atridox Doxycycline In situ jel Periyodontitis DenMat

Nutropin Somatotropin Mikropartikiil Gelisme Geriligi Genentech, Inc
Trelstar Triptorelin Mikropartikiil Prostat Kanseri Watson Pharma, Inc.
Superfact Buserelin Solid implant Prostat Kanseri Sanofi Aventis
Somatuline Lanreotide Mikropartikiil Akromegali Ipsen

Avrestin Minocycline Mikropartikiil Periyodontitis OraPharma

Eligard Leuprolide In situ jel Prostat Kanseri Sanofi Aventis
RisperidalConsta Risperidone Mikropartikiil Antipsikotik Janssen Pharmaceuticals
Vivitrol Naltrexone Mikropartikiil Opioid Bagimlilig Alkermes, Inc
Ozurdex Dexamethasone Kat1 implant Macular edema Allergan

Propel Mometasone Kati Implant Kronik Siniisit Intersect ENT
Bydureon Exenatide Mikropartikiil Tip 2 Diyabet AstraZeneca
Lupaneta Pack Leuprolide Mikropartikiil Endometriosis Abbvie

Gliadel Karmustin Polymeric Wafer Glioma Eisai Inc




14

2.3.Kurkumin

Kurkumin, zerdegal baharatinin temel bilesenidir ve Dogu Hint bitkisi
Curcuma longa bitkinin rizomasindan elde edilmektedir. Curcuma longa,
Zingiberacae (zencefil) botanik ailesinin bir iiyesidir ve Glineydogu Asya'ya 6zgii
bir  bitkidir  (68). Zerdecal, kurkuminoids olarak bilinen, kurkumin,
demetoksikurkumin ve bisdemetoksikurkumin'den olusan bir siif bilesik

icermektedir (Sekil 2.5.) (69).

OCHj Kurkumin OCHj,

0 OH
7 l
B W s~ i i e W

Demetoksikurkumin OCHgy

Bis-Demetoksi kurkumin

Sekil 2.5. Zerdegal rizomasinda bulunan kurkuminoid bilesikler (70)

Kurkumin  [1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione], asil

kurkuminoid bilesigidir ve zerdegalin yaklasik % 2-5'ini olusturmaktadir. Zerdecalin
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terapotik etkilerinin yani sira baharatin sari renginden de sorumludur (68). Kurkumin,
ylizyillarca bir diyet takviyesi olarak tiiketilmekte ve farmakolojik olarak giivenli
kabul edilmektedir (71). Kurkumin, beyin, melanoma, bas ve boyun, meme, kolon,
pankreas, prostat ve over kanserleri dahil olmak tiizere bircok insan kanser tiirtinde
etiligi olduguna dair c¢aligmalar bulunmaktadir (72-77). Hindistan'da yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalarda kolon kanserinin goriilme sikliginin diisiik olmasi, |,
yiiksek oranda kullanilmasina bagl olarak, kurkuminin kemopreventif ve antioksidan
ozelliklerine baglamaktadir (78). Kurkuminin antikanser etkinligi, hiicresel biiylime
ve apoptozis siireglerindeki birgok mekanizmaya bagli oldugu disiiniilmektedir. Hiicre
biliylimesini diizenleyici sikliis iizerindeki ¢oklu kurkumin hedefleri (Sekil 2.6.)
nedeniyle, bir¢ok kanser icin potansiyel bir kemoterapdtik madde olarak biiylik umut

vaad etmektedir.

Kurkuminin glioma hiicreleri tizerindeki in vitro ve in vivo etkileri iyi bilinmektedir.
Kurkumin birgok molekiiler hedefe ve dolayisiyla ¢esitli ve karmagsik etki
mekanizmalarina sahiptir. Kurkuminin antitiimoral etkilerinin, hiicresel proliferasyon
(79-81), apoptoz (79, 80, 82), otofaji (83-85), anjiyogenez (86-88),
immiinomodiilasyon (89), yayilma (82, 90, 91) ve metastaz (92-94) gibi birgok farkli

sinyalleme yolu ile etki ettigi diistiniilmektedir.

U87 insan glioma hiicre hattin1 kullanan in vitro bir ¢alismada, 5-10 uM kurkuminin
proliferasyonu inhibe ettigi ve G2 / M safhasinda DUSP-2 ekspresyonu ve ERK ve
JNK fosforilasyonunun inhibisyonu ile hiicre ¢gogalmasini durdugu gosterilmistir (95,
96). Ilging bir sekilde, G2 / M fazindaki hiicre ¢ogalmasini durdurmasi radyasyona
duyarhiliklarin arttirmaktadir. 100 nM kurkumin eklenmis hiicreler, radyasyona bagh
NF-kB'yi inhibe etmekte, radyasyona bagli kaspaz aktivasyonunu arttirmakta ve

antiapoptotik molekiilleri inhibe etmektedir (97).
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Apoptoz Tetikler

1Cytochrome C, {cleaved PARP,
tBax, 1Caspase 3.

1TRAIL
|Bcl-2. |Cychin B1.
|Notch1, |HES1, |eyclin-D1.

N

Antiproliferatif Aktivite

" Metastaz/Tumor
llerlemesini Engleller

Azalmis Damarlanma Kurkumin | B-catenin
| mRNA Ant.' k.a nSf-:r IVEGF, | cyclin-D.
EphA2, PI3K, MMP-2. Aktivitesi

|GLI1, |PTCH1.

Anti-anjiogenez Aktivite
Anjiogenezi Tetikleyen Molekilleri Engeller

|PDGF, |VEGF, |MMP-9, | TGF-8,
1COX-2, [INOS.

Sekil 2.6. Kurkuminin gesitli anti-kanser 6zelliklerini gosteren akis semasi. VEGF:
vaskiiler endotel bliylime faktorii;, MMP: matris metaloproteinaz; PDGF: trombosit
kaynakl1 biiyiime faktorii; TGF: doniisiim biiytime faktorii; COX: siklooksijenaz;
INOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; EpCAM: epitel hiicre adezyon molekiilii (98).

Insan GBM (A172, KNS60, U251MG (KO)) ve medulloblastoma (ONS76) hiicre
hatlar1 kullanilarak yapilan bir in vitro ¢alismada, kurkuminin bu hiicre hatlarinin
biiylimesini dnleyebildigini, ancak sadece KNS60 ve ONS76'nin G2 / M'de durdugu
gosterilmigtir. Bu bulgular biiylime inhibisyonu mekanizmasinin sadece hiicre
dongiisiiniin durmasindan kaynaklanmadigini gostermektedir. Ayrica, kaspaz 3/7
aktivitesinde, kurkumin kaynakli DNA hasarinda 6nemli bir artis ve BAX'In asir1
eksprese edilmesi, Bcl2 ve survivinin asagi regiile edici ve ayrica hTERT'nin asagi

regililasyonu ve telomerazin inhibe edilmesinde tetiklenen apoptoz bulunmustur (99).

Otofaji, gereksiz ya da islevsiz hiicresel bilesenlerin arindirilmasina yonelik hiicresel
bir islemdir ve besinsel stres durumlarinda ve programlanmig hiicre 6liimii sirasinda

enerjiyi korumak icin gereklidir. 2012 yilinda yayinlanan bir in vitro ¢alismada,
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kurkuminin, otofajiyi aktive ederek cerrahi miidahale ile alinmig insan GBM'sinden
farklilasmaya neden olabilecegi ve glioma baglatan hiicrelerin (SU-2 ve SU-3)

biiyiimesini durdurabilecegi gosterilmistir (84).

Hiicre dis1 matris proteinlerini sindirmek i¢in kullanilan matris metaloproteinazlarinin
(MMP'ler) anormal ekspresyonu, glioma hiicrelerinin normal beyin dokusuna niifuz
etmek i¢in kullandiklar1 bir yontemdir. Veriler, kurkuminin, U87MG ve U373MG
GBM hiicre hatlarinda MMP-1, MMP-3, MMP-9 ve MMP-14 ekspresyonunu
baskilayabildigini gostermistir (90, 91, 100).

Ayrica veriler kurkuminin, beyin tiimoérlerinin tedavisi i¢in 6nceden onaylanmis
kemoterapoétiklerle sinerjistik olarak etki ettigini belirtmektedir. Preklinik bir
calismada, in vitro ve in vivo olarak GBM'in tedavisi i¢in kurkuminin etkinligi
incelenmistir (101). U138MG, U87, U373 ve C6 hiicre hatlar1 kurkumin ile muamele
edilerek ve sirastyla 29, 19, 21 ve 25 uM IC50 degerlerine sahip oldugu bulunmustur.
Kemoterapi sinerjizmi daha sonra U138 ve C6 hiicre hatlar1 kullanilarak test edilmistir.
Tek basina kurkuminin sirasiyla %55 ve %75 hiicre canliligi gosterdigi bulunmustur.
Sisplatin, 25 mcM kurkumin ile kombinasyon halinde eklendiginde, canlilik, U138 ve
C6 hiicre hatlar1 i¢in sirasiyla %30 ve %10'a distigii gézlemlenmistir. Kurkumin,
GBM tedavisi igin paklitaksel (PTX) ile kombine etkinligide aragtirtlmigtir. 20 pM
kurkumin ve 10 nM PTX ile muamele edilmis ve LN18 ve U138MG hiicre hatlarinda
yiiksek sinerjik etki gosterdigi bulunmustur. (102).

2.3.1. Kurkuminin Farmakokinetik Ozellikleri

Kemirgenlerde kurkumin emilimi, dagilimi, metabolizmasi ve atilimi, son otuz
yilda bir¢ok calismada arastirilmistir. Genel olarak, bu ¢aligmalar organizma ic¢inde
kurkuminin ana bilesigin miktarin1 ciddi sekilde azaltan, hizli ve etkili bir
metabolizmaya maruz kaldigimi desteklemektedir. Siganlarda yapilan bir ¢alismada,
siganlara uygulanan kurkumin dozu (1 g/kg), diskida kurkumin ile iligkili bilesiklerin
yaklasik %75'ine neden olurken idrardaki miktar1 ihmal edilebilir diizeyde oldugu

ortaya ¢cikmistir (103). Kurkuminoidlerin oral biyoyararlanimi diisiiktiir. Hidrofobik
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olmalari ve dolayisiyla kimiis i¢indeki zayif ¢oztniirliikleri, fizyolojik ve alkali pH'taki
diisiik stabiliteleri (104) nedeniyle uygulanmis kurkuminoitlerin sadece kii¢iik bir
kismi emilmektedir. Bagirsakta ve karacigerde, kurkuminoidler di-, tetra-, heksa ve
oktahidrokurkuminoidlere indirgenerek hizli metabolizmaya maruz kalmaktadirlar.
Indirgenmis metabolitler, agirlikl olarak glukuronik asit ile ve daha az oranda, safra
ve idrarla atilmalarin1  kolaylastiran hidrofilik tiirevlere siilfatla konjuge
edilmektedirler (105-107). Siganlarda yapilan bir baska calismada, oral kurkumin
uygulamasi sonrast (500 mg/kg) sican plazmasinda %1 oraninda kurkumin
biyoyararlanimi oldugu goriilmiistiir (108). Kurkuminoidlerin biyoyararlanimi ayrica,
enterositlerin luminal membranindaki tasiyici proteinlerinin aktivitesi nedeniylede
sinirlidir. Siganlarda ve insanlarda agizdan alinan kurkumin sadece ihmal edilebilir
miktarda idrar metabolitleri olarak atilirken (109, 110), g¢ogunlugu feges ile
degismeden elimine edilmektedir (109).

Kurkumini giivenlik acisindan degerlendirmek gerekirse oral olarak yiiksek dozlarda
bile tolere edilmektedir. Vadhan-Raj ve ark. tarafindan yapilan bir g¢alismada,
asemptomatik, relaps veya plato faz multipl miyelomlu 29 hastada kurkuminin
giivenligi, tolere edilebilirligi ve klinik etkinligi degerlendirilmistir. Kurkumin 12
hafta boyunca (oral olarak 2, 4, 6, 8 veya 12 g/giin, iki boliinmiis dozda) verilmistir.

Kurkumin, 6nemli yan etkileri olmadan iyi tolere edilmistir (111).
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2.3.2. Kurkumin ile Onkoloji Alaninda Yapilan Klinik Calismalar

Kurkuminin bir¢ok kanser tiirtiniin tedavisi i¢in klinik ¢alismalar1 bulunmaktadir. Son yillarda kurkumin ile yapilan klinik ¢alismalar Tablo

2.2’de siralanmistir. Biitlin veriler https://clinicaltrials.gov internet sayfasindan alinmistir. ClinicalTrials.gov, diinya ¢apinda yiiriitiilen 6zel

ve kamu tarafindan finanse edilen klinik ¢aligmalarin bir veritabanidir ve ABD Ulusal Tip Kiitiiphanesi tarafindan saglanmaktadir.

Tablo 2.2. Kanser ile ilgili kurkumin giincel klinik ¢alismalar

Kanser Tipi Faz Yil Aciklama

Kolorektal Kanseri Faz 1 2011-2013 Kurkumin Biyomarker

Prostat Kanseri N/A 2007-2015 Kemoprotektif Ozellikler

Prostat Kanseri Faz 3 2018-devam ediyor Diisiik Riskli Prostat Kanserinin lerlemesini Onlemek

Prostat Kanseri N/A 2013-2015 Kurkuminin Radyoduyarlik Arttirict ve Radyoprotektif Etkileri

Akciger Kanseri Faz 1 2014-2015 EGFR-Mutant Gelismis akciger kanseri i¢in kukcumin art1 Tirozin Kinaz
Inhibitérleri (TKI)

Kolon Kanseri Faz 1 2011-2017 Bitki Ekzozomlarinin Kurkumini Normal ve Kolon Kanseri Dokularina
Tasima Etkinligi

Myeloma N/A 2005-2011 Multipl Miyelomlu Hastalarda Kurkumin

Pankreas Kanseri Faz 2 2005-2010 Gemsitabin+Kurkumin Pankreas Kanser Tedavisinde Etkinlik
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Tablo 2.2. (Devam) Kanser ile ilgili kurkumin giincel klinik ¢aligmalar

Kanser Tipi

Ileri Kat1 Kanseri
Kolorektal Kanseri
T-hiicre Lemfoma
Rahim Agz1 Kanseri
Meme Kanseri
Glioblastoma
Meme Kanseri
Rahim Agzi Kanseri

Prostat Kanseri

Meme Kanseri

Faz
Faz 1

Faz 2

Faz 2

Faz 2

N/A

N/A

Faz 2

Faz 1

Faz 3

Faz 2

Yil
2012-Devam ediyor

2015-2019
2009-2012
2016-devam ediyor
2019- devam ediyor
2012-2013
2010-2012
2016-2017

2014-2018

2017-devam ediyor

Aciklama

flerlemis Kati Kanser Hastalara Kurkumin, Vorinostat Ve Sorafenib
Kombinasyonunun Tolere Edilebilecek En Yiiksek Dozunu Belirlemek.
Kolorektal Kanserli Hastalarda Kurkumin ile Birlikte Kombinasyonda
Avastin / FOLFIRI.

Kutanoz T hiicreli Lenfoma Hastalarinda Kurkumin Etkinligi

Prekanserdz Servikal Lezyonlar I¢in Topikal Kurkumin

Meme Kanseri Hastalarinda Ameliyat Oncesi Kurkumin'in Etkisi
Glioblastoma Hastalarda Kurkuminin Biyoyaralanimi

Meme Kanseri Hastalarinda Radyasyona Bagli Dermatitin Onlenmesinde
Kurkuminin Etkinligi

Kurkuminin Skuaméz Servikal Intraepitelyal Neoplazilerin Tedavisinde
Etkisi

Radikal Prostatektomi Uygulanan Hastalarda Niikssiiz ~ Sagkalimi
Degerlendirmek Adjuvan olan Kurkuminin Etkinligi

Gelismis Meme Kanserinde Kemoterapi ile Kurkumin Kombinasyonu
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Tablo 2.2. (Devam) Kanser ile ilgili kurkumin giincel klinik ¢aligmalar

Kanser Tipi

Bas ve Boyun
Kanseri

Losemi ve Lemfoma
Kati Kanserler
Kolorektal Kanseri
Metastatik Kolon
Kanseri

Rektal Kanseri

Meme Kanseri

Kolon Kanseri

Faz
Faz 1

N/A

Faz 1

Faz 1

Faz 3

Faz 2

Faz 2

Faz 1

Yil
2010-2016

2014-2019

2013-devam ediyor

2009-2014

2006-2007

2008-devam ediyor

2012-2018

2003-2012

Aciklama

Bas Boyun Kanserinde Kurkumin Kemoprotektif olarak Biomarker
Calismasi

Tedavi Edilmemis Asama 0-11 Kronik Lenfositik Losemi veya Kiiglik
Lenfositik Lenfoma Hastalarin Tedavisinde Kurkumin Etkinligi

Kurkumin'in Kat1 Tiimorlii Hastalarda Irinotekanin Doz Sinirlayici Toksisitesi
ve Farmakokinetigi Uzerine Etkisi

Kolorektal Endoskopi veya Kolorektal Cerrahi Uygulanan Hastalarda
Kolorektal Kanseri Onlemede Kurkuminin Etkinligi

Metastatik Kolon Kanser Hastalarda Faz Il Gemsitabin, Kurkumin ve
Celebrex Calismasi

Rektal Kanser Hastalarin Tedavisinde Cerrahi Oncesi Kurkumin Olan veya
Olmayan Kapsitabin Tedavi Etkinligi

Radyoterapi Tedaviye Devamm Eden Kemoterapi ile Tedavi Edilmis Meme
Kanseri Hastalarinda Kurkumin ve Plasebo Caligsmasi

Kolon Kanserin Onlenmesinde Kurkuminin Etkinligi
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Tablo 2.2. (Devam) Kanser ile ilgili kurkumin giincel klinik ¢aligmalar

Kanser Tipi

Gastrik Kanseri

Prostat Kanseri

fleri Kanser
Prostat Kanseri
Kolon Kanseri

Kemik Kanseri

Faz
Faz 2

Faz 2

Faz 1ve 2
Faz 2
Faz 1
Faz 1

Yil
2016-devam ediyor

2014-2018

2014-devam ediyor
2016-devam ediyor
2016-devam ediyor
2008-2011

Aciklama

Kronik Atrofik Gastrit veya Gastrik Intestinal Metaplazi Hastalarinda Mide
Kanserinin Onlenmesinde Kurkumin Etkinligi

Prostat Kanseri Metastatik Kastrasyonuna Direngli Tedavisinde Taxotere +
Curcumin (CURTAXEL) ve Taxotere + Plasebo Kombinasyonunun Cok
Merkezli Karsilastirma Calismasi

Kanser Hastalarda Faz IB Lipocurc Doz Yiikselme Calismast

Radyoterapi (RT) Alan Prostat Kanseri Hastalar1 i¢in Nanocurcumin Etkinligi
5FU+Kurkumin Kolon Kanser Tedavisinde Etkinlik

Kurkumin Formiilasyonu Geligsmis Osteosarkomun Pilot Calismasi (OSCAT)
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2.4.Dosetaksel

Paklitaksel ile benzer yapida olan dosetaksel (DTX) Texas baccata'nin
kabugundan izole edilen karmasik bir diterpen alkaloitdir (Sekil 2.7.). Dosetakselin,
etki mekanizmasi, yan etkiler ve diren¢ mekanizmalar1 bakimindan paklitaksele
benzerdir. Bununla birlikte, dosetaksel paklitakselden suda ¢oziiniirliigii ve hedef
bolgesindeki afinitesi paklitaksele gore daha yiiksektir. DTX tubuline daha giiglii
baglanmasindan dolayi, tiimor hiicreleri tizerinde paklitaksele gore 2 ila 4 kat daha
fazla sitotoksisite gostermektedir (112). Ek olarak, dosetaksel ile tedavi edilen
hastalarin %5'inden daha azinda asir1 duyarlilik reaksiyonlar ortaya ¢ikmakta ve daha
az noropati gozlenmektedir. Dosetaksel, meme, akciger, bas ve boyun, mide,
yumurtalik, mesane ve beyin kanserlerinin tedavisinde etkilidir (113). Gliomanin in
vitro tedavisinde etkili oldugu bulunmustur ancak sudaki diisiik ¢6ziiniirliigi, yiiksek
molekiiler agirligi ve kan-beyin bariyeri nedeniyle in vivo etkinligi diisiiktiir (114-
116).

Antikanser etki mekanizmasi iyi bilinmektedir. DTX tiibiiline baglanarak stabilize
etmesi sonucu, fizyolojik mikrotiibiil depolimerizasyonunu ve ayirmasini dnleyerek
G2/M fazinda hiicre dongiisiinii durdurmakta ve hiicre 6liimiine yol agmaktadir. DTX
ayrica antiapoptotik gen Bcl2 ekspresyonunu inhibe etmekte ve hiicre dongiisii

inhibitorii p27'nin ekspresyonunu desteklemektedir (117-119).

Sekil 2.7. Dosetaksel kimyasal yapisi (120)
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DTX de diger taksenla r gibi, gastrointestinal sistemde zayif bir oral absorpsiyona
sahiptir (121) ve piyasadaki DTX'in tek dozaj sekli enjeksiyon seklindedir (Taxotere).
DTX'in zayif oral biyoyararlaniminin ana nedenleri, DTX'in suda ¢0zilniirliigiiniin
diisiik olmasi, ¢oklu ilag direnci (MDR) pompasi P-glikoproteine (P-gp) ve hepatik ilk
gecis metabolizmasina yiiksek afinitesidir (122, 123). Monoterapi olarak oral yolla
verilen dosetaksel %10’dan daha diisiik oranda biyoyararlanima sahiptir (121). DTX'in
(Taxotere) pazarlanan formiilasyonu, 50:50 oraninda polisorbat 80:susuz etanol
karistmindan olusan bir ¢oziiniirliik arttiric1 ¢ozelti icermektedir. I¢indeki polisorbat
80, siddetli agir1 duyarlilik reaksiyonlari, anafilaksi, hiperlipidemi, anormal lipoprotein
diizenleri ve eritrositlerin agregasyonu gibi bazi olumsuz etkilerden sorumludur (124).
Bu problemleri agmak igin lipozomlar (125, 126), emiilsiyonlar (127, 128), polimerik
nanopartikiiller (129, 130) gibi ilag tastyici sistemlerin kullanilmasi ve siklosporin A
(131, 132) gibi bir P-gp / P450 inhibitoriiniin uygulanmasi gibi ¢esitli yontemler

Onerilmistir.

2.4.1. Dosetakselin Farmakokinetik Ozellikleri

Intravendz dosetaksel'in farmakokinetik 6zellikleri, 20-115 mg / m? dozlarinda
kemoterapi tedavisi alan kanser hastalarinda degerlendirilmistir (133, 134).
Farmakokinetik profil i¢ kompartman model ile uyumlu olup yar1 6miirleri 4 dakika,
36 dakika ve 11,1 saattir (133, 134). Intravendz olarak 70-115 mg / m2 dozlarda
verilen dosetaksel, uygulanmasindan sonra 1-2 saat ic¢inde lineer Kinetik
gostermektedir (134). Dosetaksel dozunun % 95'inden fazlasi plazma proteinlere
baglanmaktadir (133, 134). Dosetaksel, sitokrom P450 (CYP) 3A4 izoenzimi
tarafindan metabolize edilmektedir. DTX Metabolizasyonu, CYP3A4 enzimini
indiikleyen, inhibe eden veya CYP3A4 enzimi ile metabolize edilen ajanlar ile birlikte
verilmesinden etkilenmektedir (134). Dosetaksel esas olarak diski yoluyla elimine
edilmektedir. 1*C-doketaksel uygulamasi sonrasindaki 7 giin igerisinde, diski ve idrar
atilimi, uygulanan radyoaktivitenin sirasiyla % 75 ve % 6'sin1 olusturmustur (133,

134). Kisiler arasinda farmakokinetik ozellikler degiskenlik gostermektedir.
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2.5. Tiimérlere ila¢ Tasimadaki Engeller

Cogu kemoterapdtik ilag, sistemik enjeksiyon yoluyla verilir ve timor
bolgesine ulasmadan Once kan dolasiminda dolasmaktadir. IV olarak sitotoksik
ilaglarin uygulamasinin bir dezavantaji, maddenin hem saglikli doku hem de tiimér ile
temas etmesidir. Saglikli doku ve kemoterapoétik ajan arasindaki bu etkilesim, siklikla
tedaviye eslik eden zayiflatic1 yan etkilere neden olmaktadir. Sistemik ila¢ tasimada
baska bir bagka dezavantaj, ajanin tiimor bolgesine ulagmadan 6nce ¢ok sayida hiicre
dis1 ve hiicre i¢i engellerle karsilasmasidir. Ayrica, ilacin biyolojik aktivitesini
korumasi ve terap6tik etkinlige sahip olmasi igin yeterince yiiksek konsantrasyonlarda

hedef bolgeye ulagsmasi gerekmektedir.

2.5.1 Retikiiloendotelyal Sistem ve Mononiikleer Fagositik Sistem

Mononiikleer fagositik sistem (MPS) olarak da bilinen retikiiloendotelyal
sistem (RES), birincil islevi, bakteriler gibi yabanci cisimlerini viicuttan arindirmak
olan bir grup organ ve dolasimdaki makrofajlardir (135). Kan dolasimina giren
nanopartikiiller da ayn1 zamanda RES / MPS tarafindan hizli klirensine maruz
kalmaktadir. Bu yabanci cisimler, tipik olarak karaciger makrofajlar1 veya Kupffer
hiicreleri tarafindan dogrudan taninmaz ve dnce opsonizasyon adi verilen bir islemde
bir protein tabakasiyla kaplanmaktadir. Bu siirece dahil olan proteinler, dolasimda
bulunan bir protein sinifi olan opsoninler olarak adlandirilmaktadir. Bu proteinler,
yabanci bir partikiil ile karsilastiklarinda, iyonik, elektrostatik, hidrofobik, hidrofilik
ve van der Waals kuvvetleri gibi gesitli etkilesimlerle baglanmaktadir (135).
Makrofajlar daha sonra yabanci cisme baglanmis opsonin proteinlerinin yiizey
tabakasii tanimlar ve partikiilii fagositoz ile yutmaya devam ederler ve ardindan

lizozom gibi hiicre i¢i kesecikler iginde pargalara ayirmaktadir (136).
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2.5.2 TIk Gecis Renal Filtreleme

Insan viicudu, yabanc1 parcaciklari tanima ve dolasimdan ¢ikarma konusunda
Ozellikle tasarlanmis bir sistemdir. Renal sistemi kanin saflastirilmasinda énemli bir
bilesendir ve ila¢ tasiyic1 sistem tasarlanirken Onemli bir husustur. Bdobrekler,
glomertiler kilcal duvar olarak bilinen bir yapidan kan filtre etmektedir. Cap1 10
nm'den az olan partikiiller, bu yapi boyunca renal filtrelemeye tabi tutulmaktadir (137,

138).

2.5.3 Heterojen Kan Akimi

Tiimo6r dokusunun hizli ¢ogalmasi nedeniyle, tiimor vaskiilatiirii oldukca
anormal ve diizensizdir. Diizensiz vaskiilatiir yapis1 ile baglantili olarak sinir ve diiz
kas eksikligi heterojen kan akisina yol agmaktadir. Buda, makromolekiiler terapotik
ajan tiimor dokusu boyunca esit olarak dagilmayacagindan, sistemik ilag
uygulamasina bir engel olusturmaktadir (139). Zayif kan akigina sahip tiimér dokusu

olanlarin genellikle tedaviye direngli oldugu gosterilmistir (140).

2.5.4 Yiiksek Tiimor Interstisyel Basinc

Timor interstisyumu, tiimor kitlesinin cogunu olusturur ve kollajen ve yiiksek
derecede viskoz bir sividan olusmaktadir (141). Interstisyum icindeki sivinin, timor
boyutu ve tiimor merkezine yakinligi ile artan bir basinci vardir. Bu basing artisi, sinirl
bir alanda hizl1 hiicresel proliferasyon, interstisyum i¢ine yiiksek vaskiiler gegirgenlik
ve interstisyumdan lenfatik drenaj olmamasi gibi faktorlerin birlesiminden
kaynaklanmaktadir (142, 143). Basing arttikca interstisyuma ilag diflizyonu
azalmaktadir. Bu nedenle, interstisyel basincin en yiiksek oldugu tiimor kiitlesinin

merkezinde ilag birikiminde azalma egilimi vardir (141).
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2.5.5 Ekstraselliiler Matriks (ECM)

Hiicre dis1 matriks, yiiksek derecede viskoz bir polisakkarit iceren sivinin yani
sira kollajen ve elastin gibi lifli proteinlerden olusmaktadir. Birincil islevleri hiicresel
yap1 ve biitiinliigii korumak, komsu hiicreler dahil olmak iizere dis ¢evre ile hiicresel
etkilesimi modiile etmek, makromolekiiler transportu diizenlemek ve bakteriyel
infiltrasyona kars1 bir bariyer gorevi yapmaktir. Ilag tasima ve daha spesifik olarak
kemoterapoétik ajan tasima baglaminda ECM, zor bir fiziksel bariyer olusturmaktadir.
Hyaluronan ve proteoglikan igeren, siki lifli proteinler ve yiiksek viskoz ECM sivist,
timor interstisyumu ic¢indeki ilag molekiillerinin yayilma ve uzaysal dagilimini

azaltmaya neden olmaktadir (139, 142).

2.5.6 Hiicre I¢i Girisi

Ilag bileseni hiicreye ulastiginda, hiicre icerisine girmelidir. Bu hiicre igine giris
stireci fagositoz veya hiicre yutma olarak adlandirilir ve bir partikiilii cevreleyen ve
yutmus olan hiicresel membranin aktin uzantilarindan olusmaktadir (136). Partikiil,
sitoplazma boyunca taginmak i¢in hiicre i¢i kesecik i¢inde yer almaktadir. Partikiil
ertken endozomdan ge¢ endozoma ve nihayet degradasyon icin lizozoma
gotilirtilmektedir. Bu yol boyunca pH, 7.4'ten yaklasik 5.0'a diigmektedir. Ek olarak,
hiicre i¢i bilesenler i¢inde yer alan yabanci cisim par¢alamasina yardimci olan
enzimler bulunmaktadir. Ilag, aktivitesini hem diisiik pH hem de yaygm enzimatik

aktivite ortaminda siirdiirmelidir (136).

2.6 Hedeflendirme

Ilag yiiklii nanopartikiillerin hedef bdlgelere tasinmasi igin {i¢ ana yol vardr:

pasif hedeflendirme, aktif hedeflendirme ve fiziksel hedeflendirme (sekil 2.8.).
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2.6.1 Pasif Hedeflendirme

Pasif hedeflendirme, timor hiicrelerinin tercihen nanopartikiil biiytikliigiinde
partikiilleri absorbe etmesini saglayan Arttirilmig Gegirgenlik ve Alikonma’ (EPR)
etkisi ile hedeflendirme saglamaktadir. Nanopartikiillerin pasif hedeflendirmesi,
anormal tiimor fizyolojisinden ve bunu sebebi olarak ortaya ¢ikan EPR etkisinden
yararlanmaktadir. Lenfatik sistemden drenaj yetersizligi ve vaskiilatiiriin gegirgenligi
pasif olarak makromolekiilleri biriktirebilir ve tiimorde ilag konsantrasyonunu 70 kat
arttirabilmektedir (145). Tumér dokusunda ilag birikimi, sadece makromolekiillerin,
MPS / RES tarafindan alimi ve bobrek klirensi gibi mekanizmalarla klirensi
onlendiginde gozlenecektir. Etkili nanotasiyicilarin en 6nemli 6zelliklerinden ikisi,

tagiyicilarin; (a) 6nemli miktarda bir siire boyunca kan akisinda dolasimda kalmasi ve
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(b) spesifik doku ve hiicreleri hedef almasidir (145). Partikiil kanda kalis siiresi,
hedeflendirme ve biyolojik engellerin istesinden gelme yetenegi, bir partikiiliin
sekline, boyutuna ve ylizey 6zelliklerine baglidir. Kan dolagiminda bir nanopartikiiliin
omrii ¢evreyle olan etkilesimine baglidir ve boyutu, partikiil sekli ve ylizey
karakteristiklerindeki farklara bagl olarak degistirilebilmektedir (137).

EPR etkisine katilan nanopartikiillerin iist sinir biiyiikliigiiniin yaklasik 400 nm oldugu
belirlenmistir (146). 400 nm'den biiyiik maddeler, herhangi bir klinik veya terapotik
etkiye sahip olacak kadar yeterli miktarlarda timor interstisyumundan kolayca
gecememektedir. Etkili bir ilag tasiyici olabilmek igin, nanopartikiil 10-150 nm
arasinda bir ¢apa sahip olmalidir. Bu boyut araligi, daha uzun dolasim siiresine ve

timor interstisyumunda artmig birikim saglayacaktir (147).

Pasif hedeflendirme, nanopartikiillerin boyut, sekil ve ylizey 6zelliklerinin uygun hale
getirilmesi ile saglanabilmektedir. Bununla birlikte, genellikle timor bolgesinde
yetersiz ilag konsantrasyonuna bagli olarak terapdtik etkinligin sinirli olmasi, sadece
pasif hedeflendirmesi bulunan ilag tasiyict sistemler igin onemli bir bariyer olarak
kalmaya devam etmektedir. Tez kapsaminda olan pasif hedeflendirme, saglikli
dokular1 tiimér dokusundan aktif olarak ayirt edememe gibi geleneksel kemoterapinin

ayni1 sinirlamalarini bulundurmaktadir.

2.7 Deney Tasarim (Design of Experiment)

Yirminci ylizyilin basinda, Sir Ronald Fisher, istatistiksel analiz kavramini
deney bitiminde degil, aksine aragtirmanin planlanmasi asamasinda uygulanmasi
gerektigini vurgulanmustir. Istatistiksel diisiinme tasarim asamasinda uygulandiginda,
iiriine Kalite kazandirilmasini saglamaktadir. Ilag endiistrisi satis rekorlar1 kiran
ilaglara odaklanirken, formiilasyon gelistirme sirasinda Tasarimla Kalite (QbD) ve
modern miihendislik temelli iiretim metodolojilerini uygulamak yerine, her bir

deneyde bir faktor (One Factor At a Time, OFAT) ¢alismalarina yonelmektedir.

Deney tasarimi (DOE) yaklasiminda siire¢ degiskenlerinden hangisinin sonug igin

onemli oldugunu belirlemekle baslar. ikinci adim, dénemli degiskenler icin en iyi
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degerlerin belirlendigi 'optimizasyondur'. Karigim igerigini degistirmek ve bu
degisikliklerin nasil degistigini arastirmak i¢in deney tasarimi kullanilmaktadir. Box-
Behnken tasarimi, gida ve ilag arastirmalarinda kosullarini optimize etmek i¢in basarili

bir sekilde uygulandigi bilinmektedir.

2.7.1. Box-Behnken Tasarimi

Gliniimiizde, istatistiksel deneysel tasarimi uygulanmasinin, formiilasyondaki
bagimsiz ve bagimli degiskenler arasindaki iligki hakkinda bilgilerin iyi
anlasilmasinda etkili oldugu kabul edilmistir (148-150). Box-Behnken, gida ve ilag
arastirmalarinda kosullar1 optimize etmek i¢in basarili bir sekilde uygulanabildigi
gosterilmistir (151-154). Tepki ylizey Yontemi (Response Surface Methodology,
RSM), istatistiksel ve matematiksel tekniklerden olusan bir siirectir ve prosesi
optimize etmek igin etkili bir aractir (155). Bir RSM tasarimi olan Box-Behnken
tasarimi, 3 faktorlii bir deneysel tasarimda diger tiim RSM tasarimlarindan daha az
calisma yapma imkani sunmaktadir. Box-Behnken, optimum nanopartikiil
formiilasyonunun elde edilebilecegi, karakterizasyon sonuclari tizerindeki farkli

faktorlerin dogrusal ve etkilesimli etkilerini arastirmak igin kullanilmaktadir (156,
157).
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Tablo 2.3. Ug diizey ve ii¢ faktorlii bir Box-Behnken tasarim matrisi. Pozitif degerler
faktorlerin yiiksek diizeylerini, negatif degerler faktorlerin diisiik diizeyini, sifir degeri

ise faktorler i¢in orta diizeyi ifade etmektedir.

Deney Faktorler
X1 X2 X3

1 - - 0
2 + - 0
3 - + 0
4 + + 0
5 - 0 -
6 + 0 -
7 - 0 +
8 + 0 +
9 0 - -
10 0 + -
11 0 - +
12 0 + +
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

2.8 Nanopartikiil Kritik Parametreleri

2.8.1 Partikiil Biiyiikliigii

Nanopartikiillerin biiytikliigii, cevresi ile etkilesimi {izerinde son derece 6nemli
bir etkiye sahiptir. Bir partikiil ilk gecis renal filtrasyonu ile temizlenmeyi 6nlemek
i¢in en az 10 nm ¢apinda olmalidir (137, 138). Pasif hedeflendirme tamamen tiimore

diflizyon aracili transporta bagli oldugundan, partikiil biiyiikliigii 6nemlidir. Model
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makromolekiil olarak dekstran kullanilan bir galismada, molekiiler agirlig: 3.3 kDa'dan
2 MDa'ya arttirmanin, gecirgenligi 100 kat azalttig1 gdosterilmistir. Bliylik molekiiller,
ancak tiimor i¢indeki vaskiiler ylizeye yakin yerlerde birikim gostermistir. Daha kii¢iik
molekiiller tiimor hiicreleraras1 bolgesinden daha derine niifuz edebilir ve daha
homojen bir dagilim saglamaktadir (158). Makromolekiillerden nanopartikiillere
ekstrapole edildiginde, EPR etkisinden yararlanan nanopartikiillerin st smnir
biiyiikliigiiniin yaklasitk 400 nm oldugu belirlenmistir (146). 400 nm'den biiyiik
maddeler, herhangi bir klinik veya terapotik etkiye sahip olacak kadar yeterli
miktarlarda timor interstisyumundan kolayca gegcememektedir. EPR'nin etkisinden
yararlanmak i¢in 400 nm iist sinir olmasina ragmen, nanopartikiillerin etkili boyut
araligim1 daha kiigiik seviyelere diisiiren diger onemli faktorler vardir. Tiimoérlerde
sizan vaskiilatiir, eksik veya anormal bazal membranlarin yani sira fenestrasyonlarin
boyut ve miktarinin artmasina bagli olarak olduk¢a gecirgendir (141, 159). Yukarida
belirtilen faktorlerin tamami dikkate alindiginda, yaklasik 150 nm'lik bir {ist sinir
belirlenmistir (147). Bu nedenle, etkili bir ilag tasiyici olabilmek i¢in, nanopartikiil 10-
150 nm arasinda bir ¢apa sahip olmalidir. Bu boyut aralig1, daha uzun dolagim siiresini

ve timor interstisyumunda birikimi saglayacaktir.

2.8.2 Partikiil Yiizeyi

Nanopartikiillerin yiizeyi, c¢evresi ile etkilestigi birincil ortamidir. Biiyiik
yiizey-hacim oranlar1 nedeniyle nanopartikiiller i¢in 6zellikle daha da 6nemlidir (160).
Yiizey, polimer igerigi veya yiizey fonksiyonellestirmesiyle modifiye
edilebilmektedir. Timor bolgesinde birikimi saglamak i¢in miimkiin olan en uzun siire
boyunca nanopartikiiliin dolasimda kalmasi gerekmektedir. Hidrofilik polimerler ile
nanopartikiillerin yiizeyinin modifiye edilmesi sonrasinda, MPS / RES sistemi ile
atilimin azadig1 belirlenmistir (16). Polysorbat 80 hidrofilik 6zellikte bir siirfaktandir.
Nanopartikiillerin yiizeyi kaplandiginda polisorbat 80, nanopartikiillerin opsonin
adsorpsiyonundan ve MPS / RES tarafindan uzaklastirilmasindan koruyarak
nanopartikiile gizlilik (Stealth) 6zelligi kazandirmaktadir. Partikiil dagilimini

degistirmek i¢in kullanilan farkli siirfaktanlar arasinda, polisorbat 80, polimerik
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nanopartikiillerin beyine tasinmasinda kullanilan en etkili siirfaktanlar arasindadir
(161). Hekmatara ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, tiimor modeli gelistirilen
hayvanlara, doksorubisin ¢ozeltisi (Dox-sol) ve doksorubisin yiiklii polisorbat 80 kapl
polimerik nanopartikiiller (Dox-np) uygulanmastir. Dox-np, Dox-sol ve tedavi
edilmemis kontrol gruplar kiyaslandiginda dox-np grubunda belirgin sekilde timor

boyutunda daha fazla kii¢iilme goriilmiistiir (162).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Maddeler ve Ekipman

Tez galismasi kapsaminda kullanilan tiim maddeler Tablo 3.1.’de, ekipmanlar

ise Tablo 3.2.”de verilmistir.

Tablo 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan maddeler.

Madde Marka
Dosetaksel Kogak Farma
Kurkumin ILKO Pharmaceuticals

Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) (laktik Sigma-Aldrich Co., ABD
asit:glikolik asit oram1 50:50, asit ve ester
terminal gruplari, 7-17 kDa ve 24-38 kDa

molekiil agirliklari)

Polivinil alkol (PVA) Sigma-Aldrich Co., ABD
Polisorbat 80 Sigma-Aldrich Co., ABD
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5 Sigma-Aldrich Co., ABD
difeniltetrazolyum bromid (MTT)

Asetonitril Sigma-Aldrich Co., ABD
Asetik asit Sigma-Aldrich Co., ABD
Fosfat tampon tuzu (PBS) tabletleri Sigma-Aldrich Co., ABD
Fetal bovin serumu (FBS) BioChrom AG, Almanya
Penisilin-Streptomisin BioChrom AG, Almanya

Dulbecco’s modifiye Eagle’s ortami (DMEM) BioChrom AG, Almanya

Kullanilan biitlin kimyasallar yiiksek derecede saf veya kromatografik kalitesindedir.



Tablo 3.2. Tez caligmasinda kullanilan ekipman.

Ekipman Marka Kurum

Manyetik karistiric Ika Magnetic Stirrer, Almanya Hacettepe  Universitesi ~ Eczaciik  Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Ultrasonik Homojenizator Bandelin SONOPULS ultrasonic Hacettepe  Universitesi ~ Eczacilik  Fakiiltesi

homogenizer, Almanya Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Santrifiij Hermle Z 383 K, Almanya Hacettepe  Universitesi ~ Eczaciik  Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Liyofilizator Labconco Freeze Dryers, ABD Hacettepe  Universitesi ~ Eczaciik  Fakiiltesi
Farmaso6tik Teknoloji Anabilim Dali

Yiiksek performans sivi Agilent UV 1200, ABD Hacettepe ~ Universitesi ~ Eczacilik  Fakiiltesi

kromatografisi (HPLC) Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

[statistik yazilim Minitab® 16, ABD Hacettepe ~ Universitesi ~ Eczacilik  Fakiiltesi
Farmaso6tik Teknoloji Anabilim Dali

Fourier doniistimlii kizilotesi (FTIR) Shimazdu IRPrestige-21, Japonya ILKO Pharmaceuticals

spektrometresi

Partikiil boyutu ve zeta potansiyel Malvern Ins, Zetasizer Nanoseries-ZS, | Hacettepe ~ Universitesi ~ Eczacilik  Fakiiltesi

Olc¢iim cihazi

Ingiltere

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
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Ultrasaf su diizenegi Millipore, Fransa Hacettepe ~ Universitesi ~ Eczaciik  Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

pH metre Sartorius Professional Meter PP-20, Hacettepe  Universitesi ~ Eczacilik  Fakiiltesi
Almanya Farmasotik Teknoloji Anabilim Dal

Hassas Terazi AX200 Shimadzu, Japonya Hacettepe  Universitesi ~ Eczacilik  Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Yatay Calkalayicilt Su Banyosu Memmert, Almanya Hacettepe  Universitesi ~ Eczacilik  Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Laminar Akis Kabini Biolab, BHG 2004-S, Hacettepe  Universitesi ~ Eczacilik  Fakiiltesi

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Floresan Mikroskop

Leica, Almanya

Hacettepe Universitesi Onkoloji Hastanesi

Akim sitometri cihazi

FACSAria I, Becton Dickinson, ABD

Hacettepe Universitesi Onkoloji Hastanesi

Spektrofotometrik plak okuyucu

Spectramax Plus, Molecular Devices,
ABD

Hacettepe Universitesi Onkoloji Hastanesi

CO> inkiibator

Thermo Scientific, HeraCell 150i,
ABD

Hacettepe Universitesi Onkoloji Hastanesi

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM)

FEI, ABD

ODTU Merkez Laboratuvari, Ankara

Transmisyon Elektron Mikroskopi
(TEM)

RTEM, 200KV, JEOL, ABD

ODTU Merkez Laboratuvari, Ankara
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3.2.Kurkumin ve Dosetaksel Miktar Tayini Yontem Gelistirilmesi ve

Validasyonu

PLGA Nanopartikiillere yiiklenen kurkumin ve dosetaksel miktarini belirlemek i¢in
analitik yontem gelistirilip valide edilmistir (163). Kurkumin ve dosetaksel maddeleri
icin UV ve goriiniir bolgeleri spektrumlar1 (200-800 nm arasinda) alinarak en yiiksek
absorbansin gosterildigi bolge belirlenmistir. Her iki etkin madde farkli spektrum ve
maksimum absorbanslari olduklarindan iki farkli yontem gelistirilmistir. Kurkumin
ekstresinde, kurkumin yani sira ayni zamanda kurkumine yap1 olarak cok benzer
demetoksikurkumin ve bisdemetoksikurkumin tiirevler bulunmaktadir. Bu lic madde

de HPLC-UYV kromatografik yontemi ile basarili bir sekilde ayrilmistir.

3.2.1. Kromatografik kosullar ve sistem

Kurkumin ve dosetaksel icin gelistirilen yontem yiiksek performans sivi
kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)-UV ve goriiniir
bolge (GB) deteksiyona dayanan bir yontem ile gergeklestirilmistir. Polisorbat 80
miktar tayini i¢in ise UV spektrofotometri yontemidir. HPLC-UV cihazi, 4 kanalli,
otomatik pompa, otomatik 6rnekleyici, kolon termostati ve UV-GB dedektorden
olusmaktadir. Her iki etkin maddenin kromatografik kosullar Tablo 3.3’de

Ozetlenmistir.
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Tablo 3.3. Kurkumin ve dosetaksel miktar tayini yontemin kromatografik kosullar

Parametre Kurkumin Dosetaksel

Kolon Zorbax C18, Agilent Zorbax C18, Agilent
150x4.6 (ODS) 150x4.6 (ODS)

Akis hizi (ml/s) 1.0 1.2

Kolon sicakligi 45 °C 45 °C

Dalga boyu (nm) 425 230

Analiz stiresi 15 dk 10 dk

Enjeksiyon hacmi 10 uL 10 uL

Harekteli faz Asetonitril:%5 Asetik Asit (40:60) Asetonitril:Su (45:55)

Kullanilan yontem izokratik kromatografik yontemidir. Analize baslatilmadan
oncelikle sadece hareketli faz ile cihazin temizlenmesi ve kolonun sartlanmasi i¢in en

az 30 dakika calistirilmistir.

3.2.2. Stok ve Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kurkumin

1 mg kurkumin balon jojeye hassas terazide tartilmis ve seyreltme ¢ozeltisi
(mobil faz ile ayni) ile hacmine tamamlanarak hazirlanmistir (Stok ¢ozeltisi, 1,000
pg/ml, n=3). Stok ¢oOzeltisi kullamilarak 1, 10, 20, 50, 100 ve 500 pg/ml
konstrasyonlarda standart c¢ozeltiler seyreltme ¢ozeltisi ile dogru oranlarda
seyreltilerek hazirlanmistir. HPLC analizine baslamadan 6nce biitiin ¢ozeltiler 0,22

um PTFE filtresi ile filtre edilmistir.
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Dosetaksel

1 mg dosetaksel balon jojeye hassas terazide tartilarak ve seyreltme ¢ozeltisi
(mobil faz ile ayni) ile hacmine tamamlanmistir (Stok ¢ozeltisi, 1,000 pwg/ml, n=3).
Stok c¢ozeltisi kullanilarak 1, 10, 20, 50 ve 100 pg/ml konstrasyonlarda standart
cozeltiler seyreltme ¢ozeltisi ile dogru oranlarda seyreltilerek hazirlanmigtir. HPLC

analizine baglamadan Once biitlin ¢ozeltiler 0,22 um PTFE filtresi ile filtre edilmistir.

3.2.3. Ozgiinliik

Gelistirilen analitik yontemde analizi yapilacak maddeyi ortamda bulunan
diger maddelerden ayirt edebilme yetenegini gosterebilmek icin 6zgiinliik testleri
yapilmustir. In vitro ila¢ salim1 ve formiilasyonda yer alan diger maddelerin kurkumin
ve dosetaksel ile etkilesime girip girmedigini tayin edilmistir. Bunun i¢in hareketli faz,
PLGA, PVA, PBS, PBS+Fetal Bovine Serum (FBS), 50 ng/ml kurkumin ve 50 pg/ml
dosetaksel ¢ozeltilerin her iki analitik yontem ile analiz yapilmis ve elde edilen

kromatogramlar ¢akistirilarak etkilesim olup olmadigina degerlendirilmistir.

3.2.4. Dogrusallik ve Aralik

Gelistirilen analitik yontemde, analitin konsantrasyonun bir fonksiyonu olan
analitin verdigi pik alanin iligskisini (Correlation) incelemek igin yapilmistir.
Kurkumin i¢in segilen ¢ozelti konsantrasyonlari 1, 10, 20, 50, 100 ve 500 pg/ml (n=3)
ve dosetaksel i¢in segilen ¢ozelti konsantrasyonlar1 1, 10, 20, 50, 100 pg/ml (n=3)
seklindedir. Diigiik konsantrasyonlarin dahil edilmesinin sebebi, in vitro ila¢ salimi
deneyinde ve enkapsiilasyon etkinligi degerlendirilmesinde elde edilecek diisiik ilag

miktarlarini tayin edebilmektir.
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3.2.5. Dogruluk ve Kesinlik

Gelistirilen analitik yontemde, analitin konsantrasyonun bir fonksiyonu olan
analitin verdigi pik alanindan elde edilen analit miktar1 ve ger¢ek analit miktari
arasindaki fark (% geri elde) ve tekrarlanabilirligini incelemek i¢in yapilmistir.
Kurkumin igin segilen ¢ozelti konsantrasyonlari 1, 50 ve 500 pg/ml iiger defa
hazirlanmis ve plasebo (PLGA Nanopartikiil) ile ayni ortamda incelenmistir.
Dosetaksel icin segilen 1, 10 ve 100 pg/ml ¢ozelti konsantrasyonlar: iiger defa
hazirlanarak plasebo (PLGA Nanopartikiil) ile ayni ortamda incelenmistir. Giinler
aras1 i¢in %geri elde ve tekrarlanabilirligini degerlendirmek i¢in ii¢ ardisik giin

boyunca ayni konsantrasyonlarda deney tekrar edilmistir.

3.2.6. Gozlemlenebilik ve Tayin Edilebilirlik Sinir

Sinyal-giiriiltii oranin1 hesaplayarak gozlemlenebilirlik sinir1  (limit of
detection, LOD) 3’ten biiyiik ve tayin edilebilirlik sinir1 (limit of quantification, LOQ)
10’dan biiyiik olarak kurkumin ve dosetaksel i¢in ayri ayri analitik yontemin

duyarlilig1 incelenmistir.

3.3. Polisorbat 80 Miktar Tayini

Elde edilen liyofilize nanopartikiillerin siirfaktan ile kaplanmasi i¢in 10 ml %1
polisorbat 80 (a/h) ¢ozeltisi ile 30 dakika boyunca karistirtlmistir. Kaplanmayan
polisorbat 80 nin uzaklastirilmasi i¢in 14,500 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edilmis
ve siipernatan saklanmistir. Kalan polisorbat 80 kapli PLGA nanopartikiiller 2 defa 10
mL distile su ile yikanmis ve yine ayni sekilde siipernatantlar1 saklanmistir.

Nanopartikiil yiizeyinde adsorbe edilmis polisorbat 80 miktar1 bulmak i¢in
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stipernatanlar birlestirlerek polisorbat 80 miktar tayini yapilmistir. Polisorbat 80
miktar tayini i¢in ise UV spektrofotometri yontemidir. Polisorbat 80 ¢ozeltinin UV
spektrumu alinarak (190-380 nm) maksimum dalga boyu 234 nm’de analiz yapilmustir.
%0.015, %0.031, %0.062, %0.125 ve %0.25 polisorbat 80 (a/h) ¢ozletilerinin 234 nm
dalga boyunda absorbanslari Olgililerek kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Deneyin
basindaki polisorbat 80 miktarindan siipernatanlardan elde edilen miktar ¢ikarildiktan

sonra adsorbe edilen polisorbat 80 miktar1 elde edilmistir.

Stok hazirlama

1 mg polisorbat 80, 100 ml’lik balon jojeye hassas terazide tartilarak ve seyreltme
¢ozeltisi (mobil faz ile ayn1) ile hacmine tamamlanmistir (Stok ¢ozeltisi, %1 h/h, n=3).
Stok c¢ozeltisi kullanilarak  %0.015, 9%0.031, %0.062, 9%0.125 ve %0.25
konstrasyonlarda standart c¢ozeltiler seyreltme ¢ozeltisi ile dogru oranlarda
seyreltilerek hazirlanmistir. HPLC analizine baslamadan 6nce biitiin ¢ozeltiler 0,22

um PTFE filtresi ile filtre edilmistir.

Dogrusalhk

Gelistirilen analitik yontemde, analitin konsantrasyonun bir fonksiyonu olan analitin
verdigi pik alanin iligkisini (Correlation) incelemek igin yapilmistir. Polisorbat 80 igin
secilen ¢ozelti konsantrasyonlar1 %0.015, %0.062 ve %0.25 (n=3) seklindedir.

Dogruluk ve Kesinlik

Gelistirilen analitik yontemde, analitin konsantrasyonun bir fonksiyonu olan
analitin verdigi absorbans elde edilen analit miktart (% geri elde) ve
tekrarlanabilirligini incelemek icin yapilmistir. Polisorbat 80 igin secilen ¢ozelti

konsantrasyonlart %0.015, %0.062 ve %0.25 iicer defa hazirlanmistir. Giinler arasi
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icin %geri elde ve tekrarlanabilirligini degerlendirmek icin ii¢ ardisik giin boyunca

ayn1 konsantrasyonlarda deney tekrar edilmistir.

3.4. Kurkumin-Dosetaksel Yiiklii Nanopartikiillerin hazirlanmasi

PLGA nanopartikiiller tekli emiilsiyon hazirlama ydntemi ile hazirlanmistir
(164). Oncellikli olarak farkli oranlarda PLGA, dosetaksel ve kurkumin etil asetat
icerisinde ¢oziindiirerek organik faz olusturulmustur. Iyonik olmayan siirfaktan olan
PVA %1 oraninda ¢oziindiirerek su fazi olusturulmustur. Su fazi tizerine organik faz
yavasga ve 550 rpm’de manyetik karistiricida eklenmistir. Ultrasonik prob
yardimiyla %25 giigte ve 1 dakika (6 defa 10’ar saniye araliklarla) boyunca buzlu su
banyosu altinda emiilsiyon sonike edilmis ve PLGA nanopartikiilleri elde edilmistir.
PLGA, su, etil asetat hacimleri ve kurkumin miktar1 Box-Behnken deney tasarimi
yontemi kullanilarak formiilasyon optimize edilmistir. 24 saat devamli karistirilarak
organik faz wugurulmustur. Organik solvan ucurulduktan sonra PLGA
nanopartikiilleri 14,500 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiijlenerek 3 kez distile su
ile yitkanmigtir. Yikama islemi sonrasinda 1 ml %35 (a/a) manitol igeren ¢ozeltide
stispande edilerek -60 °C sicaklikta dondurulup liyofilize edilmistir.
Nanopartikiillerinin ~ kritik kalite ozelliklerini  etkileyebilecek formiilasyon
parametreleri olarak kurkumin/etil asetat orani, PLGA/etil asetat oran1 ve su/etil

asetat orani olarak belirlenmistir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Kurkumin ve dosetaksel yiiklii PLGA nanoparkiillerinin iiretim akis semasi

3.5. Nanopartikiil karakterizasyonu

3.5.1. Nanopartikiillerin Morfolojisinin incelenmesi

Nanopartikiillerin ylizey 06zelliklerin incelenmesi i¢in taramali elektron
miktoskobu (SEM) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilmigtir. TEM
numune hazirlamada nanopartikiiller diigiik iletkenlik gosterdigi karbon/bakir grid
tizerinde tatbik edilmistir. Uygun bir miktar boya ile muamele edildikten sonra
kurutmaya birakilmistir ve sonrasindag oriintiiler alinmistir. SEM yonteminde ise sivi
haldeki ornekler vitr6z karbon pargalar iizerine konarak oda sicakliginda

kurutulmustur. Daha sonra palladyum-platin tabakasiyla kaplanip analiz yapilmustir.
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3.5.2. Nanopartikiillerin Partikiil Bityiikliigii ve Zeta Potansiyeli Tayini

Hem nanopartikiil boyutu hem de zeta potansiyeli oOlgiimleri Zetasizer
Nanoseries-ZS cihazinda gergeklestirilmistir. Her iki 6zellik tayini, foton korelasyon
spektroskopisi ve dinamik 1s1k sagilimi prensibiyle yapilmistir. Her bir formiilasyon

icin li¢ dl¢lim alinmis olup analizler 25°C'de, 173° agida yapilmustir.

3.6. Risk Faktorlerin Belirlenmesi

Dosetaksel ve kurkumin yiikli PLGA nanopartikiillerinin kritik kalite
ozelliklerini etkileyebilecek formiilasyon ve proses parametrelerini belirlemek ve
faktorlerin potansiyel etkilerini degerlendirmek amaciyla Ishikawa diyagrami
olusturulmustur (165). Bilimsel literatiire dayanarak ortalama partikiil biyiikligii,
polidispersite ve enkapsiilasyon etkinligi parametrelerinin nanopartikiillerinin
terapotik etkinligini etkileyecegi diisiiniildiiglinden bu parametreler kritik kalite
ozellikleri olarak kabul edilmistir. Olusturulan Ishikawa diyagrami iizerinde yapilan
risk degerlendirilmesi sonucunda belirlenen parametreler ileri g¢aligmalara dahil

edilmistir (Sekil 3.2.).
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...........................

___________________________

Nanopartikiil

Homojenizasyon Liyofilizasyon

Sekil 3.2. Nanopartikiillerinin kritik kalite 6zelliklerini etkileyebilecek formiilasyon

ve proses parametrelerin 6zeti (166).

3.7. Dosetaksel-Kurkumin Nanopartikiillerinin Optimizasyonu: Box-Behnken

Deney Tasarimi

Box Behnken Tasarimi, hedeflenen bdlgeyi tanimlayan kiipiin her yiizeyinin
orta noktalarindan olugmaktadir. Tasarim, ikinci dereceden tepki yiizeylerini anlamak
i¢cin uygundur ve 3 veya daha fazla bagimsiz degiskenle daha az deneme ile sonug
alinabilmektedir. Bu nedenle, deneylerin tasarimi i¢in Box-Behnken Tasarimi
kullanmilmistir. Deneysel faktorler ve faktor seviyeleri 6n c¢aligmalar ve literatiir
arastirmasi sonucunda segilmistir. Secilen bagimsiz degiskenler organik/su orani (h/h)
(A), kurkumin konsantrasyonu (a/h) (B) ve PLGA konsantrasyonu (mg/mL) (C) iken
cevap degiskenler partikiil biiylikliigi (nm) (Y1), kurkumin enkapsiilasyon etkinligi
(%) (Y2) ve PDI degeri (Y3) secilmistir. Her bir bagimsiz degisken igin 3 farkli diizey
belirlenmistir (Tablo 3.4.). Dosetaksel konsatrasyonu, yapilan 6ngaligsmalar sonucunda

kritik kalite 6zellikleri tizerinde etkisi olmadig1 saptandigi i¢in se¢ilmemistir.
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Tablo 3.4. Box-Behnken deney tasariminda kullanilan faktorler ve diizeyleri

Bagimsiz Degisken Diizey

Diistik Orta Yiiksek
A: Yag/Su Orani (h/h) 0.1 0.2 0.3
B: Kurkumin Konsantrasyonu (a/h) 5 10 15
C: PLGA Konsantrasyonu (a/h) 30 50 70

Degiskenlerin cevap lizerindeki iliskileri, ikinci dereceden denklem ile asagidaki

formiil ile analiz edilmistir (Fomtil 3.1.);

Y= BotP1A+2B+B3C+P12AB+ BlgAC+B23BC+B11AZ+B2252+B33C2 (3.1)

Y, bagimli degiskenidir; Bo bir sabittir; 1, B2, B3 dogrusal katsayilardir; P12, P13, P23,
faktorler arasi etkilesim katsayilaridir; P11, B22, Bas ikinci dereceden katsayilardir.
Proses parametreleri istenen cevabi elde etmek i¢in optimize edilmistir. Diger tim
parametreler cevap degiskenlerdeki etkisini en aza indirmek igin sabit tutulmustur
(Tablo 3.5.).

PVA  konsantrasyonu Ongalismalarinda  %0.1, %05 ve %1 olarak
konsantrasyonlarinda kullanildiginda partikiil biiyiikliiglinii bir miktar artisina ama
PDI degerinin azalmasina ve daha homojen bir NP dagilimi olusturdugu i¢in %1 olarak
secilmistir (167). Sonikasyon siiresini ve sonikasyon giiciiniin artis1 ile daha diisiik
ortalama biiylikiigli elde edilmesine ragmen heterojen bir partikiil dagilimina ve
enkapsiilasyon etkinliginin azalmasina sebep olmustur (168). Bunun sebebi yiiksek
enerjinin, de-emiilsifikasyon ve 1sinin olugmasi olarak diisiiniilmektedir (169).
Santrifiij hizinin ve siiresinin arttirilmasi ile birlikte ¢okmiis NPlerin yeniden

dagilabilirlik azaldig1 i¢in bu optimum seviyelere karar verilmistir(170).
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Tablo 3.5. Box-Behnken deney tasariminda sabit olarak tutulan formiilasyon ve proses

parametreleri

Formiilasyon ve proses parametreler Diizey
Dosetaksel konsantrasyonu (a/h) 1
PLGA molekiiker agirligi (kDa) 7-17
Stirfaktan tipi PVA
PVA konsantrasyonu %1
Sonikasyon stiresi 1 dakika
Sonikasyon giicii %25
Santrifiij hiz1 14,500 rpm
Santrifiij stiresi 15 dakika

Deney tasariminin olusturulmasi, deneylerin randomize edilmesi ve istatistiksel
analizler i¢in Minitab® 17 (Minitab Inc., ABD) yazilimi1 kullanilmistir (Tablo 3.6.).

Biitiin formiilasyonlar iiger defa hazirlanmistir.



Tablo 3.6. Deney tasarim formiilasyonlari
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Formiilasyon | Yag/Su Oran1 | Kurkumin Konsatrasyonu | PLGA Konsantrasyonu
(ml/ml) (mg/ml) (mg/ml)
F1 0.2 15 70
F2 0.2 15 30
F3 0.2 10 50
F4 0.3 15 50
F5 0.2 10 50
F6 0.1 10 70
F7 0.2 5 70
F8 0.3 5 50
F9 0.2 5 30
F10 0.1 15 50
F11 0.3 10 30
F12 0.3 10 70
F13 0.2 10 50
F14 0.1 5 50
F15 0.1 10 50

Modeller ii¢ boyutlu bagiml degisken yiizey grafigi olarak gosterilmistir. Bagimsiz

degiskenler ve bagimli degiskenler (cevap) arasindaki iliskiyi kurmak i¢in ti¢ boyutlu

yiizey ¢izimleri kullamlmugtir. Istatistiksel analiz i¢in en uygun modeller, p degerinin

< 0,05 olasilik limitleri ile anlamli olarak kabul edilmistir. Formiilasyonlar1 optimize

etmek i¢in nanopartikiil bilylikligii minimum seviyede ve kurkumin enkapsiilasyon

etkinligi ve PDI'ninki maksimum seviyede hedef olarak belirlenmistir.

Her bir cevap degisken i¢in uygulanan ¢oklu regresyon analizinin ardindan kurulan

ikinci dereceden polinomiyal model asagidaki sekildedir (Formiil 3.2.):

Y=Bo + P1A + B2B + BsC + P12AB + P13AC + B2sBC+ P11AZ + B22B2 + P33C? (3.2)
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Esitlikte Y bagimli degiskenini, A,B ve C faktorlerin ana etkilerini, AB, AC, BC
faktorlerin etkilesim etkilerini, A%, B2, C? faktorlerin ikinci dereceden (quadratic)
etkilerini, Po sabiti ve Pi1-Ps faktorlerin katsayilarmi gostermektedir. Faktorlerin
bagimli degiskenleri iizerindeki etkilerinin anlamliliginin ve modelin biitliniliniin test
edilmesi i¢in regresyon katsayilarmin (B1-B3) p degerleri varyans analizi ile

belirlenmistir.

Bagimli ve bagimsiz degiskenlerle ilgili polinom denklemlerini olusturduktan sonra,
kurkumin-dosetaksel yiiklii PLGA NP’lerinin partikiil biyiikligi (Y1), kurkumin
enkapsiilasyon etkinligi (Y2) ve PDI (Y3) degerleri optimize edilmistir. En uygun
bagimsiz degisken degerleri belirlenerek optimum formiilasyon ileri ¢alismalarda

kullanilmastir.

3.8. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

Kurkumin, dosetaksel ve PLGA NP formiilasyonlardaki durumunu
degerlendirmek amaciyla, kurkumin, dosetaksel, PLGA, Bos PLGA, kurkumin-
dosetaksel yiliklenmis PLGA NP Fourier Dontlisimli Kizilotesi Spektroskopisi
(Fourier transform infrared, FTIR) ile incelenmistir. 750-4000 cm-1 dalga sayisi
araliginda, 4 m-1 ¢6ziiniirliikte IR Prestige-21 (Shimazdu, Japonya) ihazi ile her bir

numune i¢in 10 defa tarama yapilmistir.

3.9. Taramah Elektron Mikroskopisi

Goriintlilenen nanopartikiillerinin boyutunu, dagilimini, seklini ve ylizey
ozelliklerini incelemek i¢in taramali elektron mikroskopisi (Scanning Electron
Microscope, SEM) kullanilmistir. Dogru bir 6l¢iim hem nanopartikiillerin hem de
aletin ozelliklerini dikkate alarak yapilmistir. Quanta 400F yiiksek ¢oziintirliiklii alan
emisyonu SEM (FEI, ABD) cihaz ile gergeklestirilmistir. 20 kV hizlanma gerilimi
kullanilmistir. Nanopartikiiller karbon bantlara yerlestirilip altin-palladyum karigimi

ile 3-5 nm kalinlikta piiskiirterek kaplanmstir.
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3.10. Transmisyon Elektron Mikroskobu

Stispande haldeki PLGA nanopartikiiller grid {izerine damlatilarak oda
sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan 6rnekler Tecnai G2 Spirit Biotwin transmisyon
elektron mikroskobu (Transmission Electron Microscope, TEM) cihazi ile 20-120 kV

araliginda incelenmistir.

3.11. Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi ve Zeta Potansiteli

Nanopartikiillerin ~ partikiil ~biiyiikliigii, polidispersite (PDI) ve zeta
potansyellerini incelemek i¢in foton korelasyon spektroskopisi esasina dayanan
Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments Ltd., Ingiltere) cihazi kullamlarak 173° acida
dl¢iilmiistiir. Oncelikle liyofilize nanopartikiiller saf suda siispande edilerek oda
sicakliginda olgtimleri yapilmistir. Ortalama nanopartikiil biiyiikliigi, PDI ve zeta

potansiyeli 6l¢timler ticer defa tekrarlanmistir.

3.12. Enkapsiilasyon Etkinligi

Enksapsiilasyon etkinligini (Nanopartikiile giren ve adsorbe edilen ilag
miktar1) hesaplamak i¢in hazirlama sirasinda kullanilan kurkumin ve dosetaksel
miktarindan, nanopartikillerin satrifiijii sonrasinda siipernatantdaki ilag miktar
(enkapsiile edilmemis ilag) ¢ikarilmistir (Formiil 3.3.). Hazirlama sirasinda ti¢ defa
yikanan nanopartikiillerin siipernatanindaki ila¢ miktar1 da dahil edilmistir. Hem

kurkumin hem de dosetaksel miktar tayini ticer defa tekrarlanmistir.

.. . qee Nanopartikillere yiiklenen ilag miktart
Enkapsiilasyon etkinligi = P 4 —t T x100 (3.3.)
Formilasyonda kullanilan ilag miktari
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3.13. In Vitro Tla¢ Sahm

Kurkumin % 90" nétr-baz pH (pH 7.0-7.4) kosullarinda tampon sistemlerinde
hizla bozulmaktadir (104, 171). % 10 fetal bovine serumu igeren PBS (pH 7.4)
ortaminda ve insan kaninda, 1 saat i¢cinde %20'den daha az kurkumin bozuldugu, 8
saat inkiibasyondan sonrasinda ise % 50'den fazla kurkumin kaldig1 gézlemlenmistir
(104). Kurkumin ve dosetakselin ¢ozeltideki ¢ozinlrliigini arttirmak ve sink
kosulunu yerine getirmek i¢in salim ortamina %0.1 polisorbat 80 eklenmistir (128).
In vitro kurkumin ve dosetaksel salim miktarinin degerlendirilmesi igin, ayn1 miktarda
nanopartikiil, %0,1 (a / h) polisorbat 80 iceren fosfat tamponlu salin (PBS) ve %10
FBS 10 mL ortaminda eppendorf tiiplerine dagitilmistir. Ependorf tiipleri 37 °C'deki
su banyosu icerisinde 100 rpm hizinda ¢alkalamaya tabi tutulmustur. 10 mL
hacmindeki ornekler 1., 2., 4., 8., 12, 24., 48., 72. ve 96.saat zaman noktalarinda
alimmis ve 30 dakika boyunca 14,500 rpm'de santrifiijlenmistir. Her bir 6rnek
alindiktan sonra ¢oken nanopartikiiller yeni hazirlanmis ortamda disperse edilip su
banyonundaki 6rnekler tizerine eklenerek salima devam edilmistir. Her bir zaman
noktasinda alinan 6rneklerin siipernatanlar1 0,22 um PTFE filtre ile siiziildiikten sonra
HPLC ile kurkumin ve dosetaksel miktar tayini yapilmis ve salinan ila¢ miktar

hesaplanmistir. Salim analizleri her bir 6rnek i¢in liger defa tekrarlanmistir.

Optimize edilmis NP formiilasyonundan ila¢ salim mekanizmasini incelemek
i¢in, in vitro salim profilleri, sifir derece (zamana kars1 salinan kiimiilatif ila¢ miktar1),
birinci derece (zamana karsi kalan ilacin log kiimiilatif yiizdesi), Higuchi modeli
(zamanin karekokiine karsi salinan ilacin kiimiilatif yiizdesi) ve Korsmeyer-Peppas
(salinan ilacin log kiimiilatif yiizdesi - log siiresi) salim denklemleri gibi ¢esitli kinetik

modellerle iliskilendirilmistir.

3.14. In Vitro Hiicre ¢calismalari

bEnd.3 endotel ve U87 glioma hiicre hatlari, Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonundan (ATCC, LGC promochem, Rockville, MD, ABD) elde edilmistir.
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Beyin endotel hiicre hatlar1 arasinda, fare bEnd.3 en iyi karakterize edilen ve in vitro
ila¢ tasima ¢alismalari i¢in en yaygin kullanilandir (172). Ayrica KBB ¢alismalarinda
NP formiilasyonun giivenirlilik ¢alismas1 yapilmasi gerekir. Beyine ilag tasimak igin
kullanilan ilag tastyict sistemlerin normal beyin kapiler endotel hiicrelerine zarar
vermemelidir. Ayrica bEnd.3 hiicrelerde hiicreye alim c¢alismalari yapmak igin

uygundur (173).

Dosetaksel ve kurkuminin antikanser aktivitesini arastirmak i¢in bir U87 si¢an

modeli glioma hiicre hatt1 kullanilmistir.

Hiicreler yiiksek glukoz igeren full DMEM iginde, %10 fetal bovin serumu
(FBS), %1 U/ml streptomisin ve %1 U/mL penisilin ile desteklenmis ve %5 CO2
nemlendirilmis atmosferde 37 °C sicaklik kosullarinda inkiibe edilmistir. En uygun
optik dansite elde edildikten sonra bEnd.3 ve U87 hiicreleri igin sirasiyla 10.000 ve
12.500 hiicre/kuyucuk yogunlugunda 96 kuyucuklu plakalara ekilmis 24 saat boyunca

yukarida bahsedilen kosullarda hiicrelerin tutunmasi i¢in bekletilmistir.

3.14.1. Dosetaksel ve Kurkumin icermeyen PLGA Nanopartikiillerinin

biyouyumluluklarimn incelenmesi

Beyin KBB yapisinda bEnd.3 endotel hiicrelerine toksik olmayan PLGA
nanopartikiil miktarlar1 belirlenmigtir. Partikiil miktarlarin hepsi, Tablo 3.7.°de
gosterilen yiiklenen DTX konsantrasyonuna gore hesaplanmigtir. PLGA polimerin
ester ve asit terminal gruplarin toksisite lizerinde etkisi olup olmadigida incelenmistir.
Oncelikle bEnd.3 hiicreler mikroskop yardimi ile sayilmis ve 10,000 hiicre 50 pL
olarak 96 kuyucuklu plaklara ekilerek inkiibe edilmistir. Etkin madde igermeyen farkli
konsantrasyonlarda PLGA NP 50 puL haciminde mevcut kuyucuklara eklenerek 24, 48
ve 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 5 mg/ml
konsantrasyonda PBS icinde hazirlanan MTT ¢ozeltisinden her kuyucuga 25 pul
eklenmistir. 4 saat inkiibasyon sonrasinda her kuyucuga 80 puL. SDS-DMF (45:55
dimetilformamid:su iginde ¢oziinmiis 200 g sodyum dodesil siilfat) ¢ozeltisi eklenerek

plakalar gece boyu inkiibe edilmistir. Son olarak plakalar 570 nm’de, mikroplak
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okuyucuda absorbanslar1 Olglilmiistiir. Plakalarda sadece hiicre kiiltiirii ortamiyla
inkiibe edilen hiicreler kontrol grubu olarak belirlenmis olup, bu grubun hiicre canlilig
%100 olarak degerlendirilmis. Kiiltiir ortamindaki her bir grup icin besi yeri ve

partikiillerden gelebilecek oto floresan degeri ¢ikarilmistir.

Tablo 3.7. Dosetaksel konsantrasyon-partikiil miktar doniisiim tablosu

Dosetaksel Konsantrasyonu (uM) Partikiil Miktar1 (mg/ml)
5 0.48

2.5 0.24

1.25 0.12

0.62 0.06

0.31 0.03

0.16 0.015

3.14.2. Dosetaksel ve Kurkumin i¢ceren Nanopartikiillerin Sitotoksisitelerinin

Incelenmesi

Oncelikle kurkumin ve dosetaksel etkin maddelerin IC 50 degerlerinin
belirlenmesi igin ayr1 ayr1 olarak U87 glioma hiicreleri tizerinde sitoksisiteleri MTT
yontemi ile degerlendirilmistir. Ayni zamanda optimum kurkumin: ,dosetaksel oranini
belirlemek i¢in dosetaksel miktar1 sabit tutulup kurkumin miktar titre edilerek U87
hiicrelerde  sitotosisiteleri ~ degerlendirilmistir. ~ Uygun  olarak  belirlenen
kurkumin:dosetaksel oranina gore, PLGA NPlerine ilaglar yiiklenmistir. Kurkumin
¢Ozeltisi, dosetaksel cozeltisi, kurkumin + dosetaksel c¢ozeltisi, bos PLGA NP,
kurkumin + dosektasel yiiklii PLGA NP ve Polisorbat 80 kaplamali kurkumin +
dosektasel yiikli PLGA NP gruplara ayirarak U87 hiicrelerine eklenmistir (n = 4).
Dosetakselin sitotoksik etki yerine sitostatik etkisi olmasindan dolay1 120. saate kadar
kadar inkiibasyon siireleri denenmistir ve en uygun inkiibasyon siiresine karar

verilmistir. En uygun inkiibasyon siiresi olarak secilen 48 ve 72 saat inkiibe edildikten
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sonra her bir kuyucuga 25 pLL 5 mg/mL konsantrasyonda MTT c¢ozeltisi eklenmistir.
96 kuyucuklu plakalar inkiibatorde 4 saat siireyle bekletildikten sonra 80 uL. SDS-
DMF (45:55 dimetilformamid:su iginde ¢oziinmiis 200 g sodyum dodesil siilfat)
cozeltisi eklenerek gece boyu bekletilmistir. Son olarak plakalar mikroplaka
okuyucuda 570 nm’de absorbanslari Olgiilmiistir. Kontrol grubu olarak
formiilasyonlarla ayn1 oranda su iceren besi yeri ortami ve sadece besi yeri ortami
kullanilmistir. Sonuglar hesaplanirken kontrol grubunun hiicre canliligi %100 kabul

edilmis, besi yeri ve partikiillerden gelebilecek oto floresan degerleri ¢ikarilmistir.

3.14.3. Nanopartikiillerin Hiicre icine Ahmlarmin incelenmesi

Hiicre i¢ine alim calismalarinda, nil kirmizisi floresan 6zelligi oldugu igin
nanopartikiillere boya olarak yiiklenmistir. Nil kirmizisi ile yiikli polisorbat 80
kaplamali ve kaplamasiz PLGA nanopartikiilleri kullanarak hiicre igine alimlar1 6nce

akim sitometri cihazi ile daha sonra floresan mikroskobu kullanarak incelenmistir.

Akim sitometri ¢alismalarinda 24 kuyucuklu plakalar kullanilarak bEnd.3 ve U87
hiicreleri igin kuyucuk bagina sirasiyla 200.000 hiicre ve 250.000 olacak sekilde
plakalara ekilmigtir. Belirlenmis zaman noktalarinda nanopartikiiller ve hiicreler PBS
ortaminda inkiibe edildikten sonra hiicreler toplanmis, akim sitometri ile floresan
isaretli hiicre yiizdesi ve bu hiicrelerin ortalama floresan yogunlugu (MFI)

Olclilmiistiir.

Floresan mikroskobu galismalar1 i¢in ise 12 kuyucuklu plakalar kullanilarak bEnd.3
hiicreleri i¢in kuyucuk basma 400.000 hiicre, U87 i¢in 500.00 hiicre olacak sekilde
plakalara ekilmistir. Hiicreler inkiibatorde gece boyu bekletildikten sonra kaplamali ve
kaplamasiz nanopartikiil formiilasyonlar1 PBS igerisinde hiicrelere uygulanmig ve 8
saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasi hiicreler kaldirilmis ve

mikroskopta hiicrelerin goriintiileri ¢ekilmistir.
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3.15. In Vivo Calhismalar

In vivo deneyler, gelistirilen formiilasyonlarin beyne gecisinin in vivo olarak
gosterilmesi amaciyla Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan izin alarak (52338575-31, Ek-1) CD1 farelerde gerk¢eklestirilmistir.
Her prosediir 6ncesinde, 50 mg/kg ketamin ve 4 mg/kg ksilazinin i.p. enjeksiyonu ile
anestezi gergeklestirilmistir. Nanopartikiillerin in vivo goriintiilleme sistemi ile takibi
icin kapli ve kaplamasiz nanopartikiiller Flamma 774 boyas1 yiiklenerek optimum
formiilasyon ile ayni seklde hazirlanmis ve ardindan kuyruk venine yerlestirilen bir
kateter yardimiyla farelere 175 mg/kg konsatrasyonda 150 pl hacimde i.v. olarak
enjekte edilmistir. Enjeksiyondan 2 saat sonra fareler anestezi altinda dekapite edilerek
tiim organlar1 ve beyin dokusu ¢ikarilmis ve in vivo goriintiileme sistemi ile (Newton
7.0, Vilber) eksitasyon dalga boyu 774 nm emisyon dalga boyu ise 806 nm olarak

analiz edilmistir. Sonuglar niteliksel olarak degerlendirilmistir.

Deney gruplar1 asagidaki gibidir:

e Deney Grubu 1 (polisorbat 80 kapli olmayan Flamma 774 yiiklii PLGA NP.)
(n=3)

e Deney Grubu 2 (Polisorbat 80 kapli Flamma 774 yiiklii PLGA NP) (n=3)

e Kontrol (Otofloresan) (n=1)

3.16. istatistiksel Analiz

Aksi belirtilmedikge tiim deneyler tiger kez tekrarlanmis olup standart sapma '+’
olarak gosterilmistir. 2 grup karsilastirmalarinda t-testi, ikiden fazla grup
karsilastirmalarda ANOVA ve akabinde Tukey’s post hoc testi Minitab®17 yazilimi
kullanilmistir. P degerini 0.05’ten biiyiik olmas1 gruplar arasinda anlamli fark vardir

olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonlar:

4.1.1. Dosetaksel Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Dosetakselin miktar tayinin yontem gelistirilmesinde Avrup Farmakopesi (EP
9.0) monografindan yararlanmistir. Kurkumin, diger yardimci maddeler ve solvanlar
ile girisim yapmayacagi sekilde 230 nm dalga boyu segilmistir. Dosetaksel
monografindan farkli olarak isokratik miktar tayin yontem kullanilmistir. Miktar tayin
yonteminin validasyonu i¢in kullanilan DTX hammadesi asetonitril:su (50:50)

karigimda ¢oziindiirilmiistiir.

Ozgiinliik

Hareketli faz karisimi, PLGA asetonitrilde ¢ozeltisi, plasebo karisimi (PLGA,
PVA), PBS, PBS ve FSB karisimi1 (In Vitro salim ortami), 50 ppm CCM ¢ozeltisi ve
50 ppm DTX c¢ozeltisi belirtilen HPLC yontemi ile kromatogramlart alindi ve ¢akisma
yaparak karsilastirilmistir. Elde edilen kromatogramlar ¢akistirilmis bir sekilde Sekil
4.1.°de gosterilmistir.

Kromatogramlarda dosetaksel piki ile girisim yapan herhangi bir pik gézlenmemis ve

yontemin dosetaksel analizi igin 6zgiin oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.1. 5.6. dk gelen dosetaksel pikidir. Pik saflig1 %100 olarak gosterilmistir.

Dogrusallik ve Aralhk

Gelistirilen analitik yontemin dogrusalligi basit dogrusal regresyon analizi
kullanilarak degerlendirilmistir ve 0,50, 5, 10, 50 ve 100,0 pg/ml konsantrasyon
araliginda dosetaksel icin yontem dogrusal olarak bulunmustur. Regresyon
dogrusunun tanimlayicilik katsayist (R2) 1; intersept -1,1834 ve egim 10,222 olarak
bulunmustur (Sekil 4.2.). Yapilan t testi ile egimin sifirdan farkli, dolayisiyla anlamh
(p <0,05) ve interseptin sifirdan farksiz, dolayisiyla anlamsiz (p> 0,05) oldugu
gosterilmistir. Regresyon analizinden kalibrasyon esitligi elde edilmis ve analiz edilen
dosetaksel oOrneklerinde hesaplamalar bu esitlige gore yapilmistir. Her bir
konsantrasyon ii¢ tekrar olarak calisilmis ve sonuclar arasinda bagil standart sapma

degerleri %2’nin altinda bulunmustur.
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Sekil 4.2. Dosetaksel analitik yontemine iliskin regresyon dogrusu. Y pik alanini ve X

dosetaksel konsantrasyonunu gostermektedir.

Stabilite

96 saat boyunca 10 pg/ml Dosetaksel ¢ozeltinin stabilitesi incelenmistir (Tablo 4.1.)

Tablo 4.1. Dosetaksel stabilite verileri

Saat Alan %Dosetaksel
0.Saat 112.9 %100

1.Saat 112.1 %99,3

2.Saat 115.9 %102.9
4.Saat 116.8 %103.4
8.Saat 116.2 %102.9
12.Saat 109.6 %97.1

24 Saat 109.8 %97.2
48.Saat 114.5 %101.4
96.Saat 114.0 %100.9
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Dogruluk ve Kesinlik

Analitik yontemin dogrulugu giin i¢i ve giinler arast olarak incelenmis ve
varyasyon katsayis1 degerleri %2’nin altinda, geri kazanim degerleri ise %98-102
araliginda bulunmustur. Elde edilen sonuglar ile yontemin uygun dogrulukta oldugu

gosterilmistir (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Dosetaksel analitik yontemine iliskin dogruluk ve kesinlik parametreleri

sonuglari (n = 3).

Teorik Deneysel Sonuclar

konsantrasyon Giin i¢i Giinler arasi

(ng/ml) Ortalama  Geri Varyasyon | Ortalama Geri Varyasyon

(ug/ml)  elde katsayst (ug/ml)  elde katsaysi

(%) (%) (%) (%)

0,50 0,50 100,4 1,4 0,50 100,12 15

5,0 5,00 100 1,9 4,95 99,0 1,2

10,0 10,1 101,1 1,1 10,05 1005 1,0

Gozlemlenebilirlik ve Tayin Edilebilirlik Siniri

Dosetaksel i¢in LOD 60.5 ng/ml (S/N = 3:1) ve LOQ 202 ng/ml (S/N = 10:1) olarak
bulunmustur. Gelistirilen analitik yontemin duyarlilig1 enkapsiilasyon etkinligi ve in

vitro ila¢ salim ¢aligmalarinda elde edilecek degerler i¢in yeterli goriilmiistiir.
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4.1.2. Kurkuminin Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Yontem gelistirilmesine baslamadan 6nce kurkumin UV ve goriinlir bolge
spektrumu alinmigtir. Kurkumin, diger yardimci maddeler ve solvanlar ile girisim
yapmayacagi sekilde 425 nm dalga boyu se¢ilmistir. Kurkumin pikini diger kurkumin
tiirevlerinden ayirabilmek igin %5 asetik asit eklenmistir. Stabilitesi 1siktan bozuldugu
icin amber renkli vialler ile ¢alisilmistir. Miktar tayin yonteminin validasyonu i¢in

kullanilan kurkumin hammadesi asetonitril:su (50:50) karisimda ¢oziindiiriilmiistiir.

Ozgiinliik

Hareketli faz karisimi, PLGA asetonitrilde ¢ozeltisi, plasebo karisimi (PLGA,
PVA), PBS, PBS ve FSB karigimi1 (In Vitro salim ortamzi), 50 ppm CCM ¢ozeltisi ve
50 ppm DTX c¢ozeltisi belirtilen HPLC yontemi ile kromatogramlari alindi ve ¢akisma
yaparak Kromatogramlarda dosetaksel piki ile girisim yapan herhangi bir pik
gbzlenmemis ve yontemin dosetaksel analizi i¢in 6zgiin oldugu sonucuna varilmistir.
Hareketli faz karisimi, PLGA asetonitrilde ¢ozeltisi, plasebo karigimi (PLGA, PVA),
PBS, PBS ve FSB karisim1 (In Vitro salim ortami), 50 ppm CCM c¢ozeltisi ve 50 ppm
DTX ¢ozeltisi belirtilen HPLC yontemi ile kromatogramlar: alind1 ve ¢akigma yaparak
karsilastirilmistir. Elde edilen kromatogramlar cakistirilmis bir sekilde Sekil 4.3.’de

gosterilmistir.

mal -
S0 il

30—
20—

10—

2284

M9 hzosz

Sekil 4.3. 9.7. dk gelen kurkumin pikidir. Pik saflig1 %100 olarak gosterilmistir.
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Kromatogramlarda kurkumin piki ile girisim yapan herhangi bir pik gézlenmemis ve

yontemin dosetaksel analizi igin 6zgiin oldugu sonucuna varilmistir.

Dogrusallik ve Arahk

Gelistirilen analitik yontemin dogrusalligi basit dogrusal regresyon analizi
kullanilarak degerlendirilmistir ve 1,0, 10,0, 20,0, 50,0 ve 100,0 ng/ml konsantrasyon
araliginda dosetaksesl icin yontem dogrusal olarak bulunmustur. Regresyon
dogrusunun tanimlayicilik katsayisi (R2) 0,9994; intersept 4,4275 ve egim 34,561
olarak bulunmustur (Sekil 4.4.). Yapilan t testi ile egimin sifirdan farkli, dolayisiyla
anlamli (p < 0,05) ve interseptin sifirdan farksiz, dolayisiyla anlamsiz (p > 0,05)
oldugu gosterilmistir. Regresyon analizinden kalibrasyon esitligi elde edilmis ve
analiz edilen dosetaksel 6rneklerinde hesaplamalar bu esitlige gore yapilmistir. Her bir
konsantrasyon ii¢ tekrar olarak calisilmis ve sonuclar arasinda bagil standart sapma

degerleri %2’nin altinda bulunmusgtur.

Kurkumin Kalibrasyon Egrisi

4000
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2000
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1000

500

y = 34,561x + 4,4275
R? = 0,9994
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Derisim (ug/ml)

Sekil 4.4. Dosetaksel analitik yontemine iliskin regresyon dogrusu. Y pik alanini ve X

dosetaksel konsantrasyonunu gostermektedir.
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Dogrulluk ve Kesinlik

Analitik yontemin dogrulugu giin i¢i ve giinler arast olarak incelenmis ve
varyasyon Kkatsayisi degerleri %2’nin altinda, geri kazanim degerleri ise %98-102
araliginda bulunmustur. Elde edilen sonuglar ile yontemin uygun dogrulukta oldugu
gosterilmistir (Tablo 4.3.). Gelistirilen yontem hem diisiik hem de yiiksek

konsantrasyonlara hassas olmalidir bu sebeple 4 farkli konsantrasyon secilmistir.

Tablo 4.3. Kurkumin analitik yontemine iliskin dogruluk ve kesinlik parametreleri

sonuglar1 (n = 3).

Teorik Deneysel Sonuclar

konsantrasyon Gilin i¢i Giinler arasi

(ng/ml) Ortalama Geri Varyasyon Ortalama Geri elde Varyasyon
(ug/ml)  elde (%) katsaysi (%) | (ug/ml) (%) katsays1 (%)

1,00 0,98 98,2 1,0 0,99 98,6 1,6

10,0 9,83 98,3 1,9 10,1 10,7 0,9

50,0 50,8 101,6 1,6 49,9 99,8 11

100,0 101,5 101,5 0,6 101,3 101,3 15

Gozlemlenebilik ve Tayin Edilebilirlik Sinir1

Kurkumin i¢in LOD 97.5 ng/ml (S/N = 3:1) ve LOQ 308 ng/ml (S/N = 10:1)
olarak bulunmustur. Gelistirilen analitik yontemin duyarlilig1 enkapsiilasyon etkinligi

ve in vitro ila¢ salim ¢aligmalarinda elde edilecek degerler icin yeterli goriilmuistiir.
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Stabilite

Kurkuminin dosetaksele gore daha fazla stabilite sorunlar1 vardir. In vitro salim
deneyinin salim ortamina karar verebilmek icin stabilite ¢alismasi yapilmistir. 100
pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde 4 farkli ortamda (mobil faz, PBS, %10 FBS
igeren PBS ve pH 6,5 PBS) CCM ¢ozeltisi hazirlandi ve 60 dk boyunca stabilitesi
HPLC miktar tayini yontemi ile degerlendirilmistir. Sonuglar ¢éziinmiis CCM miktar1

olarak tablo 4.4’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.4. Farkli ortamlarda kurkumin stabilitesi %cozinmiis miktar olarak

degerlendirimistir.

Zaman Stok Stabilite PBS %10 FBS- pH 6.5 %Coziinmus
(mobil faz) PBS PBS CCM Miktan

0.Sa 3433.4 100.0 - 654.6 - 19.1

24.Sa 3394.9 98.9 - 776.6 - 22.9

48.Sa 3392.1 98.8 - 773.2 - 22.8

72.Sa 3233.1 94.2 - 718.7 - 22.2

96.Sa 3195.6 93.1 - 708.1 - 22.1

PBS, %10 FBS iceren PBS ve pH 6,5 PBS ortamlardaki CCM stabilitesini
degerlendirmek i¢in mobil fazda CCM ¢ozeltisi %100 olarak kabul edilmistir. Mobil
fazda CCM ¢ozeltisinde zaman ile CCM miktar1 azalmaktadir. PBS ortaminda CCM
¢Oziiniirligli yoktur pH degerinden farksiz olarak. %10 FBS PBS ortamina eklendikten
sonra CCM c¢oziiniirliigii ve stabilitesi artmaktadir. CCM stabilitesini arttiran FBS
iceriginde bulunan albumin oldugunu diistiniilmektedir. Ortalama olarak 20 pg/ml
konsantrasyona kadar %10 FBS igeren PBS ortaminda in vitro salim deneylerinde

salim ortami olarak kullanilabilmistir.
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4.1.3. Polisorbat 80 Yontem Validasyonu

Yontem gelistirilmesine baglamadan 6nce polisorbat 80, UV ve goriiniir bolge
spektrumu alinmustir. Polisorbat 80, diger yardimc1 maddeler ve solvanlar ile girisim

yapmayacagi sekilde ve en yiiksek absorbans gosterdigi 234 nm dalga boyu se¢ilmistir.

Dogrusallik ve Arahk

Gelistirilen analitik yontemin dogrusalligi basit dogrusal regresyon analizi
kullanilarak degerlendirilmistir. %0.015, %0.031, %0.062, %0.125 ve %0.25
polisorbat 80 (a/h) ¢ozeltilerin 234 nm dalga boyunda absorbanslar1 6lgiilerek ve
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Regresyon dogrusunun tanimlayicilik katsayis1 (R2)
0,9998; intersept 0,0145 ve egim 909,32 olarak bulunmustur (Sekil 4.5.). Yapilan t
testi ile egimin sifirdan farkli, dolayistyla anlamli (p < 0,05) ve interseptin sifirdan
farksiz, dolayisiyla anlamsiz (p > 0,05) oldugu gosterilmistir. Her bir konsantrasyon
ti¢ tekrar olarak calisilmis ve sonuglar arasinda bagil standart sapma degerleri %2’nin

altinda bulunmustur.
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Polysorbat 80 Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 4.5. Polisorbat 80 analitik yontemine iliskin regresyon dogrusu. Y pik alanini ve

X dosetaksel konsantrasyonunu gostermektedir.

Dogrulluk ve Kesinlik

Analitik yontemin dogrulugu giin i¢i ve gilinler aras1 olarak incelenmis ve
varyasyon katsayis1 degerleri %2’nin altinda, geri kazanim degerleri ise %98-102
araliginda bulunmustur. Elde edilen sonuglar ile yontemin uygun dogrulukta oldugu
gosterilmistir (Tablo 4.5.). Gelistirilen yontem hem diisik hem de yiiksek

konsantrasyonlara hassas olmalidir bu sebeple 4 farkli konsantrasyon secilmistir.
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Tablo 4.5. Polisorbat 80 analitik yontemine iliskin dogruluk ve kesinlik parametreleri

sonuclari (n = 3).

Teorik Deneysel Sonuclar

konsantrasyon Giin i¢i Giinler arasi

(ng/ml) Ortalama  Geri Varyasyon Ortalama Geri elde Varyasyon
(%, h/n)  elde (%) Kkatsaysi (%) | (%, h/h) (%) katsaysi1 (%)

%0.015 0.015 99,8 0.2 0.015 98,7 1,2

%0.062 0.061 98,4 0.6 0.062 101.8 14

%0.25 0.247 08.8 0.5 0.253 101,2 11

Gozlemlenebilik ve Tayin Edilebilirlik Sinir

Polisorbat 80 i¢in LOD ve LOQ, S (yanitin bagil standart sapmasi) ve ¢ (kalibrasyon
egrisinin egimi) kullanilarak ICH klavuzuna gore hesaplanmigtir. LOD=3.3%c/S ve

LOQ=10x0/S.
LOD= 3.3x0.55 /909.32 = 960.00199

LOQ= 10x0.55/909.32 = %0.0060

4.2.Dosetaksel ve Kurkumin Yiiklii Nanopartikiillerinin Optimizasyonu: Box-

Behnken Deney Tasarimi

Deneysel faktorler ve faktor seviyeleri 6n ¢aligmalar ve literatiir arastirmasi
sonucunda se¢ilmistir. Se¢ilen bagimsiz degiskenler yag/su orani (h/h) (A), kurkumin
konsantrasyonu (a/h) (B) ve PLGA konsantrasyonu (mg/mL) (C), cevap degiskenler
partikiil biiyiikligii (nm) (Y1), kurkumin enkapsiilasyon etkinligi (%) (Y2) ve PDI
degeri (Y3) {lizerinde etkileri aciklanmistir. Deneylerin sonuglar1 Tablo 4.6.’te

Ozetlenmistir.
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Tablo 4.6. Box-Behnken deney tasarimi ile elde edilen bagimli degisken degerleri.

Formiilasyon Y1: Partikiil Y2: Kurkumin Enkapsiilasyon  Y3: PDI
Biiyiikiigii (nm) Etkinligi (%)
F1 253.1 99.48 0.057
F2 214.3 98.94 0.074
F3 234.9 98.99 0.043
F4 295.6 99.66 0.033
F5 237.3 99.07 0.060
F6 165.0 93.29 0.100
F7 257.4 90.76 0.040
F8 298.5 98.86 0.054
F9 224.2 97.40 0.065
F10 158.9 96.59 0.077
F11 225.2 99.54 0.095
F12 299.0 99.78 0.185
F13 176.0 99.28 0.040
F14 116.0 88.98 0.095
F15 106.1 93.71 0.165

Faktorlerin matematiksel iliskisi ve katsayilari ile regresyon analizi yoluyla elde edilen

cevap degiskenlerine iliskin p degerleri Tablo 4.7.’te gosterilmistir. p degerleri

0,05’ten kiiciik olan faktorler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.



Tablo 4.7. Faktorlerin kestirimlenen regresyon katsayilart ve ilgili p degerleri.
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Y1: Partikiil Y2: Kurkumin Y3: PDI

Biiyiikiigli (nm) Enkapsiilasyon Etkinligi (%)

Katsay1 | p degeri | Katsay1 p degeri Katsay1 | p degeri
Bo: Sabit 216.1 <0,001 | 97,15 <0,001 0,0478 | 0,015
A: Yag/su orani (h/h) | 71,52 <0,001 | 1,479 0,134 -0,0089 | 0,318
B: Kurkumin 3,23 0,0753 | 0,021 0,981 -0,0017 | 0,841
konsantrasyonu (a/h)
C: PLGA 25,6 0,046 0,168 0,847 -0,0022 | 0,793
konsantrasyonu (a/h)
AB -11,4 0,443 -2,16 0,124 -0,0005 | 0,969
AC 3,7 0,798 -0,02 0,986 0,0389 | 0,018
BC 1,4 0,923 0,16 0,894 0,0023 | 0,844
A? -18,6 0,250 0,30 0,25 0,047 0,010
B? 19,8 0,225 -0,43 0,35 -0,0301 | 0,051
C? 1,4 0,928 1,13 0,93 0,0413 | 0,017

A, B ve C bagimsiz degiskenlerin Y1, Y2 ve Y3 cevaplarini tanimlayabilme korelasyon
olarak (model uyumu) R? degerleri ile degerlendirilmistir. Partikiil biiyiikliigii ve PDI
icin R? degeri sirastyla 0,9294 (p = 0.021) ve 0,9079 (p = 0.038) bulunmustur ve
modelin uyumunun anlamli oldugunu géstermistir. Kurkumin enkapsiilasyon etkinligi
icin R? degeri 0,607 olarak bulunmus ve modelin uyumu anlamsiz olarak
degerlendirilmistir. Dolayisiyla ileri degerlendirmelerde ve tasarim araliginin
olusturulmasinda kurkumin enkapsiilasyonu kapsam disinda birakilmistir. Model

uyumundan deger farklari (artik) Sekil 4.6.’da gosterilmistir.

Faktorlerin ana etkiler1 degerlendirildiginde kurkumin ve dosetaksel ytikli
nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigii lizerinde en anlaml etkiye sahip faktorler
sirasiyla yag/su orani, PLGA konsantrasyonu ve kurkumin konsantrasyonu olmustur.

Kurkumin konsantrasyonu partikiil biiyilikliigi lizerindeki etkisi anlamsiz olarak
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degerlendirilmistir (p < 0,05). Artan yag/su oran1 ve PLGA konsantrasyonu partikiil
biiytikliigii tizerinde pozitif etkiye sahiptir yani partikiil bityikligiini artmistir.
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Sekil 4.6. Normal olasilik grafikleri: a) partikiil biiytikliigii, b) PDI ve ¢) kurkumin

enkapsiilasyon etkinligi.
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Etkilesim etkileri, organik/su oran1 ve PLGA konsantrasyonu disinda (p < 0,05)

disinda, ve ikinci dereceden etkiler anlamli bulunmamustir.

Partikiil biiyiikliigii degerinin tahmin amaciyla kurulan ikinci dereceden polinomiyal

model asagidaki sekildedir (Formiil 4.1.).

Y1 =216,1 + 71,52A + 3,23B + 25,6C - 11,4 AB + 3,7 AC + 1,4 BC — 18,6 A2+ 19,8
B2+ 1,4 C2 (4.1)

PDI degerlendirmesinde sirasiyla en etkili faktorler yag/su oram ve PLGA
konsantrasyonu etkilesimi, ikinci dereceden yag/su oran1 ve PLGA konsantrasyonu
etkisi olarak bulunmustur. Artan yag/su oran1 ve PLGA konsantrasyonu etkilesim
degeri, yag/su orani karesi ve PLGA konsantrasyonu karesi degerleri PDI artisa neden
olmustur. Buna ek olarak, yag/su orant (p = 0,318), kurkumin konsatrasyonu (p =
0,841), PLGA konsatrasyonu (p = 0,793), yag/su oranm1 ve kurkumin konsantrasyonu
etkilesimi (p = 0,969), PLGA konsantrasyonu ve kurkumin konsatrasyonu etkilesimi
etkileri anlamsiz bulunmustur. Kurkumin konsantrasyonun karesi (p = 0,051)
neredeyse anlamli bulunmstur. Yiizey cevap grafiklerinde gozlenen egrilik (quaratic)

etkilesim etkilerinin varligin1 dogrulamaktadir.

PDI degerinin tahmin amaciyla kurulan ikinci dereceden polinomiyal model asagidaki

sekildedir (Formiil 4.2.).

Y3 = 0,0478 — 0,0089A — 0,0017B — 0,0022C — 0,0005AB + 0,0389AC + 0,0023 BC
+0,047A2 - 0,0301B2 + 0,0413C? (4.2.)

Tahmin edilen ve deneysel olarak bulunan sonuclar arasinda iligkileri sekil 4.7.’de

Ozetlenmistir

Faktorlerin etkilerinin daha detayli degerlendirilmeleri icin partikiil biiyiikligii (Sekil
4.8. ve Sekil 4.9.) ve PDI (Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.) verileri kontur ve yiizey cevap

grafikleri ile gorsellestirilmistir.
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Sekil 4.8. Kurkumin ve dosetaksel yiiklii nanopartikiillerinin partikiil biiytkligi
lizerine yag/su orani, kurkumin konsantrasyonu ve PLGA konsantrasyonun etkisini

gosteren kontur grafikleri.
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Sekil 4.9. Kurkumin ve dosetaksel yiiklii nanopartikiillerinin partikiil biiytikligi

lizerine yag/su orani, kurkumin konsantrasyonu ve PLGA konsantrasyonun etkisini

gosteren ylizey cevap grafikleri.
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Sekil 4.10. Kurkumin ve dosetaksel yiiklii nanopartikiillerinin PDI {izerine yag/su
orani, kurkumin konsantrasyonu ve PLGA konsantrasyonun etkisini gdsteren kontur
grafikleri.
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Sekil 4.11. Kurkumin ve dosetaksel yiiklii nanopartikiillerinin PDI {izerine yag/su
orani, kurkumin konsantrasyonu ve PLGA konsantrasyonun etkisini gosteren yiizey

cevap grafikleri.
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Faktorlerin cevap degiskenleri {izerine etkisini agiklayan matematiksel modeller
kurulduktan sonra hedeflenen partikiil biiyiikliigii (< 200 nm) ve PDI degeri (< 0,125)
degerlerine ulagsmak i¢in gerekli faktor kombinasyonlarini gosteren bir tasarim araligi

elde edilmistir.

Tasarim aralig1 olusturulduktan sonra hedeflenen partikiil biiytikliigii ve PDI degerine
sahip olabilecegi Ongoriilen bir optimum formiilasyonun hazirlanmasi i¢in hedef
fonksiyonu (desirability function, d) yontemi kullanilmistir. Bire yakin d degeri
hedeflenen cevap degiskenlerine yaklasildigini gosterirken sifira yakin d degeri,
hedeflenen cevap degiskeninden uzaklasildigini gostermektedir. Bu amagla, kisitlayici
(constraint) olarak minimum partikiil biiyiikliigii (< 200 nm) ve maksimum PDI degeri
(< 0,125) belirlenmistir. Tasarim araligi olusturulurken elde edilen bilgiler
dogrultusunda hedeflenen degerlere ulagsmak yag/su oran1 0,11 (disik diizey),
kurkumin konsantrasyonu 5 mg/ml (diisiik diizey) ve PLGA konsantrasyonu 47 mg/ml
(orta diizey) olarak belirlenmistir. Bu konfigiirasyon ile elde edilen d degeri 0,81
olarak bulunmustur. Optimum formiilasyon bilesenlerin miktarlar1 Tablo 4.7.’da
gosterilmistir. Tahmin edilen degerler ile gézlenen degerlere iliskin veriler Tablo

4.8.”de verilmistir.

Tablo 4.7. Optimum formiilasyon bilesenlerin miktarlar

Optimum PLGA Kurkumin Dosetaksel ~ Etil asetat  Su PVA
Formiilasyon ~ (mg) (mg) (mg) (ml) (ml) (mg)
42,5 4,5 3,5 1,1 10 100

Tablo 4.8. Hedeflenen degerlerin fonksiyonu temel alinarak gelistirilen optimum
Kurkumin ve dosetaksel yiiklii nanopartikiil formiilasyonuna iliskin deneysel ve

tahmin degerler.

Bagimli Degigken Gozlenen Tahmin edilen  Fark Hata (%)
Partikiil Biyikliga (nm) 151,2 1441 7,1 4,93
PDI Degeri 0,057 0,063 0,006 9,52




4.3.Enkapsiilasyon Etkinligi

Box-Behnken tasarimi kapsaminda elde eldilen kurkumin enkapsiilasyon
etkinlikleri %88,98 ile 999,78 arasinda bulunmustur (tablo 4.9.). Optimum
formiilasyonda ise CCM enkapsiilasyonu %99,77 + 0,03 ve DTX i¢in %94,65 + 3,21
olarak bulunmustur (tablo 4.10.).

Tablo 4.9. Box-Behnken deney tasarimi kapsaminda hazirlanan formiilasyonlarin

kurkumin enkapsiilasyon etkinligi degerleri (n = 3).

Formiilasyon | Enkapsiilasyon Etkinligi | Standart sapma
(%)

F1 99,48 0,09
F2 98,94 0,044
F3 98,99 0,06
F4 99,66 0,11
F5 99,07 0,14
F6 93,29 0,48
F7 90,76 0,50
F8 98,86 0,41
F9 97,40 0,02
F10 96,59 0,10
F11 99,54 0,05
F12 99,78 0,01
F13 99,28 0,20
F14 88,98 0,06
F15 93,71 0,20
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Tablo 4.10: Optimum formiilasyonun kurkumin ve dosetaksel enkapsiilasyon etkinligi

degerleri (n = 3).

Formiilasyon CCM Enkapsiilasyon Etkinligi | DTX Enkapsiilasyon Etkinligi
(%) (%)
Opt. F1 99,81 96,30
Opt. F2 99,25 90,01
Opt. F3 100,24 92,02
Ortalama 99,77 94,65
Standart Sapma 0,50 3,21

4.4.Polisorbat 80 Miktar Tayini

Liyofilize bos PLGA NP’ler 30 dk boyunca %1 polisorbat 80 ¢ozeltisinde
karstirarak bekletilmistir. Fazla olan polisorbat 80 uzaklastirmak icin 3 defa saf su ile
santrifiijlenerek yikanmistir. Siipernatanlar saklandi ve 234 nm dalga boyunda
absorbans Ol¢iilmiistiir. Ester ve asit ucu olan PLGA arasinda kaplama acisinda fark
olup olmadigmi ve PLGA u¢ fonksiyonel gruplarin polisorbat 80 adsorpsiyonu
etkileyip etkilemedigi gostermek adina her PLGA NP’e adsorbe edilen polisorbat 80

miktar1 6l¢iilmiistiir. Deneyler ti¢ tekrar olarak ¢alisilmistir.

Stipernatanlar saklandi ve kalibrasyon egrisi konsantrasyon araligina getirimek i¢in 40
ml’ye su ile seyreltilmistir (4 kat seyreltilmistir). Hem ester hem de asit terminal uglu

PLGA igin elde edilen veriler Tablo 4.11.’de verilmistir.
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Tablo 4.11. Polisorbat 80 kaplama miktarlari ile ilgili veriler

PLGA Tiirii Absorbans Adsorbe edilen polisorbat Kaplama Polisorbat 80/PLGA

(234 nm) 80 miktar1 (mg) miktart (%)  (mg/mQ)
Asit Terminal 2,048 £0,01 9,3 %9,3 0,22
Ester Terminal 2,038 = 0,01 9,7 99,7 0,23

Iki PLGA tipi arasinda t-testi ile fark anlamsiz (p <0,05) olup iki PLGA arasinda

polisorbat 80 kaplama miktarinda herhangi bir fark olmadigini kanita varilmistir.

4.5.Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

Dosetaksel, kurkumin ve PLGA arasindaki kimyasal etkilesimi incelemek igin
dosetaksel, kurkumin, PLGA, dosetaksel-kurkumin-PLGA hammadde karisimu,
dosetaksel-kurkumin yiikli PLGA NP ve polisorbat 80 kaplamali dosetaksel-
kurkumin yiiklii PLGA NP FTIR spektrumlart alinmistir (Sekil 4.10.). Dosetaksel'in
FTIR spektrumu OH grubu nedeniyle 3534 cm™ ve NH esneme nedeniyle 3465 cm™,
C = C esneme nedeniyle 1447,08 cm™, C = C esneme nedeniyle 1722 cm™, CH germe

nedeniyle 2977 cm™ ve 702 cm™ absorbans gdstermistir.
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Sekil 4.10. FTIR spektrumlari: a) PLGA, b) dosetaksel, ¢) kurkumin, d) dosetaksel-
kurkumin-PLGA fiziksel karisimi, e) dosetaksel-kurkumin yiikli PLGA NP ve f)
polisorborbat 80 kapli dosetaksel-kurkumin yiiklii PLGA NP
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Kurkumin'in IR spektrumu, agirlikli olarak alkenlerin (C = C) ve karbonil (C = O)
karakterinin Ortiisen germe titresimlerine bagli 1628 cm™'de germe titresimlerini
gostermistir. O-H gruplarindan dolay1 3200-3500 cm™Y'de germe titresimi, 1427 cm-
Yde C = C aromatik germe titresimi ve 1512 cm™'de yiiksek yogunluklu bant karbonil
grubu absorbans gostermistir. Dosetaksel ve kurkumine iliskin bu pikler herhangi bir
kayma olmaksizin dosetaksel-kurkumin-PLGA fiziksel karisiminda da gézlenmistir.
Kaplanmamis nanopartikiillerin ve polisorbat 80 kapli nanopartikiillerin FTIR
spektrumlar1 benzerdir. Bununla birlikte, O-H gerilmesine bagli polisorbat 80 kaph
nanopartikiillerin spektrumunda 3300-3600 cm™'deki genis bandinin polisorbat 80'in
serbest hidroksil gruplarinin varligin1 gostermistir. Dosetaksel, kurkumin ve PLGA
spektrumlarinda gézlenmemis ancak nanopartikiillere iliskin spektrumda goézlenen,
dolayistyla yeni bir fonksiyonel gruba ait olabilecek herhangi bir pik sdzkonusu
olmadigindan dosetaksel, kurkumin ve PLGA arasinda kimyasal bir etkilesme

olmadig1 sonucuna varilmistir.

4.6.Taramah Elektron Mikroskop Goriintiileme

Gelistirilen nanopartikiillerde agregasyon olmadigi, homojen olarak dagildig,
plirlizsiiz ylizey ve kiiresel yapida olduklar1 gosterilmistir. Dinamik 151k sagilimi1 (DLS)
ve TEM goriintiileri ile partikiil biiyiikliigii, homojenisine ve sekil olarak benzerlik
gostermistir (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. Dosetaksel ve kurkumin yiiklii nanopartikiillerin SEM goriintiisii
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4.7. Transmisyon Elektron Mikroskobu

Partikiillerin seklinin ve biiyiikliigiiniin daha detayli incelenmesi amaciyla
DLS’e ek olarak TEM analizleri de gerceklestirilmistir. TEM goriintiileri literatiirle
uyumlu olarak kiiresel sekilde olup DLS 6l¢limlerine benzer sekilde nanopartikiillerin

varligini gostermistir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Dosetaksel ve kurkumin yiiklii PLGA nanopartikiillerin TEM goriintiisii
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4.8.Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi ve Zeta Potansiyeli

Tez kapsaminda, dosetaksel ve kurkumin yiikli PLGA nanopartikiilerinin
hazirlamasinda kullanilan solvan ugurma yonteminin sagladigi partikiil biyukligi
limitleri icerisinde en kiiciik partikiil biiyikligii ve PDI ve en ylksek ilag
enkapsiilasyon etkinligi elde edilmesi hedeflenmistir. Optimum formiilasyondan elde
edilen nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii ve PDI degerleri DLS yontemi ile 6lgtildii
ve SEM ve TEM goriintiileri ile desteklenmistir. Box-Behnken deney tasariminda ise
partikiil biylkligii sonuglart 106,1 nm ile 298,5 nm arasinda bulunmustur (Tablo
4.4.). Deney kapsaminda elde dilen PDI degerleri dar araligi (PDI: 0,033-0,185)
partikiillerin homojen partiikiil biyikligii dagilimini gostermistir (Sekil 4.6.).
Optimum formiilasyondan elde edilen partikiil biiyiikligii, PDI Tablo 4.12.’da ve zeta
potansiyeli Tablo 4.13.’de gosterilmistir. CCM ve DTX yiikleme, polisorbat 80
kaplama ve her iki birlikte NP parametre degerleri iizerinde etkileri sayisal olarak

Tablo 4.12 ve Tablo 4.13.’de 6zetlenmistir.

Partikiil biyiikliigii 6lgmek icin parametre olarak Z-ortalama kullanilmistir. Bu
parametre 1SO 13321 ve I1SO 22412 standartlarina gore kalite kontrol parametresi
olarak da kullanilabilmektedir. Ayn1 zamanda harmonik instensite ortalama partikiil
capi olarak da adlandirilmaktadir. F11, F15 ve optimum formiilasyonlarin Z-ortalama

Ol¢tim sonuglar1 Sekil 4.15.’te gosterilmistir.
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Tablo 4.12. Box-Behnken deney tasarimi kapsamindan elde edilen optimum
formiilasyonun partikiil biiyiikliigii ve PDI verileri (n = 3). Polisorbat 80 ve ilag

enkapsiilasyon ile meydana gelen partikiil biiyiikliigii ve PDI farki 6zetlenmistir.

Adi Partikiil biyiikligii | Fark PDI Fark
(nm) (nm)
Bos PLGA NP 128,9 % 0,9 = 0.029£0014| -
CCM-DTX-PLGA NP 1512+ 1,6 223 | 0,057+0,017 | 0,028
Poly80-Bos PLGA NP 1454+ 1,0 16,5 | 0,077 0,010 | 0,048
Poly80-CCM-DTX-PLGA | 163,7 = 0,9 34,8% | 0,090 0,022 | 0,061*
NP 12,5 ** 0,033**

* Kaplama ve ilag enkapsiilasyondan meydana gelen fark.

** Kaplamadan meydana gelen fark.

Tablo 4.13. Box-Behnken deney tasarimi kapsamindan elde edilen optimum
formiilasyonun zeta potansiyel verileri verileri (n = 3). Polisorbat 80 ve ilag

enkapsiilasyon ile meydana gelen zeta potansiyel farki 6zetlenmistir.

Adi Zeta Potansiyeli Fark
(mV) (mV)
Bos PLGA NP -9,81 £ 0,57 -
CCM-DTX-PLGA NP -13,67 £ 0,65 -3,87
Poly80-Bos PLGA NP 9,68 +£2.53 +0,13
Poly80-CCM-DTX-PLGA NP -12,80 £2,53 -2,99*
+0,87**

*Kaplama ve ilag enkapsiilasyondan meydana gelen fark.

** Kaplamadan meydana gelen fark.
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Sekil 4.15. DLS ile olgiilen partikiil biiytikligi ve dagilimi a) F11 b) F15 ve

¢) Optimum Formiilasyon
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4.9.1n Vitro fla¢ Salim

Box-Behnken deney tasarimi kapsaminda elden edilen kurkumin-dosetaksel
yukli PLGA nanopartikiilerin optimum formiilasyonuna iligkin in vitro kurkumin ve

dosetaksel salim profilleri Sekil 4.16’te verilmistir.
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Sekil 4.16. Box-Behnken deney tasarimi kapsaminda elden edilen kurkumin-
dosetaksel yiiklii PLGA nanopartikiilerin optimum formiilasyonuna iligkin in vitro a)

dosetaksel ve b) kurkumin salim profilleri

Dosetaksel ilk 2 saat boyunca hizli bir salim s6z konusu ve geri kalan 4 giin boyunca

yavas ve siirekli bir salim gozlenmistir. Dosetakselin hizli salimin sebebi olarak PLGA

96
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yiizeyinde adsorbe edilen ilag salimi olarak diisiiniilmektedir. Dosetaksel miktarinin
yaklasik % 30'u polisorbat 80 kapli NP'den 2 saat sonra ve yaklasik% 42'si 96 saat
sonra salindi, bu da bir yardime1 ¢6ziicii / yiizey aktif madde olan polisorbat - 80'in
NP'lerden ila¢ salimimini destekleyebilecegini gostermektedir (174). Polisorbat 80
kaplamas: NP’lerin hidrofilik oranin1 arttirdigi igin literatiirde de belirtildigi gibi ilag
salimin1 arttirmaktadir (175). Dosetakselin geri kalanin salimi1 ise PLGA NPlerin

PLGA degredasyonu ile birlikte salim gostermektedir.

Kurkumin ise daha yavas ve siirekli bir salim gézlenmistir. 18.saate kadar kurkuminin
%350sinden fazla salinmistir. Geri kalan kurkumin ise 4 giin boyunca daha yavas olarak

salinmustir.

Hazirlanan CCM-DTX-PLGA NP’lerin CCM ve DTX salim profilleri, sifir derece,
birinci derece, Higuchi, Hixson and Crowell veya Korsmeyer Peppas modellerine
uygunluk incelenmistir. CCM salim profili Y = 11.76 +2.387 X - 0.01773 X? denklemi
ile aciklanmistir ve R2 degeri 0.9652 (p < 0.05). Salim modeli olarak Korsmeyer

Peppas modeline uymaktadir.

DTX salim profili Y =26.29 + 0.3909 X - 0.002346 X? denklemi ile agiklanmistir ve
R? degeri 0.9017 (p < 0.05). Salim modeli olarak Higuchi modeline uymaktadir.

4.10. In Vitro Hiicre ¢calismalar:

4.10.1. Dosetaksel ve Kurkumin icermeyen PLGA Nanopartikiillerinin

biyouyumluluklarinn incelenmesi

Ilag endotel hiicrelerine zarar vermeden KBB’yi asip glioma hiicrelerine
toksisite gostermesine amaglandigi i¢in bos PLGA NPler sitotoksik olmamalidir. Bu
sebeple hem ester ucu hem de asit ucu olan bos PLGA NPler (polisorbat 80 kaplamali
ve kaplamasiz) 24, 48 ve 72 saat boyunca bEnd.3 hiicrelerindeki sitotoksisiteleri
arastirilmis ve sonuglar1 Sekil 4.17.’de gosterilmistir. Tiim hesaplamalar DTX-PLGA

doniistiirme tablosuna gore yapilmistir. IC 80 (Hiicrelerin %80°ni 6ldiirmek i¢in
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gereken DTX miktari) iistiinde bos PLGA NPler giivenli olarak degerlendirilmistir (p
<0.05). Asit uclu bos PLGA NPler ester uglu bos PLGA NPlere gore daha toksik
bulunmustur (p <0.05). Polisorbat 80, ester uglu PLGA NPlerde sitotoksisiteyi
arttirmaktadir (p <0.05).



24 .saat
100,00
80,00 iﬁ
= 60,00 )/V
5 A1 L
Q\Lg 40,00 L
20,00
0,00
0,48 0,24 0,12 0,06 0,15
Konsantrasyon (uM)
48.saat
100,00 |
80,00
4
= 60,00
<
©
{ 40,00
20,00
0,00
25 1,25 0,625 0,3125 0,15
Konsantrasyon (uM)
72.saat
100,00
80,00 £ T
4
= 60,00
<
S
Q 40,00
20,00
0,00
2,5

1,25 0,625 0,3125 0,15
Konsantrasyon (uM)

==@==P| GA NP Acid
Terminated

=@ PLGA NP Ester
Terminated

==@==Poly80-PLGA NP Acid
terminated

Poly80-PLGA NP Ester
terminated

=@==RG502 Asit
e=@==RG502 Ester
==@==Poly80-RG502 Asit

Poly80-RG502 Ester

=@==RG502 Asit
==@==RG502 Ester
==@==Poly80-RG502 Asit

Poly80-RG502 Ester

Sekil 4.17. a) 24 .saat, b) 48.saat ve c)72.saat asit u¢clu bos PLGA NPler, ester u¢lu bos

PLGA NPler, polisorbat 80 kaplamali ve kaplamasiz bEnd.3 endotel hiicrelerinde
sitotoksisite degerleri.

94
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4.10.2. Dosetaksel ve Kurkumin Yiiklii Nanopartikiillerin Sitotoksisitelerinin

Incelenmesi

Tez kapsaminda arastirilmak istenen konularda biri, dosetakselin tek basina ve
kurkumin ile kombine sekilde U87 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisidir. Oncelikli
olarak kurkumin ve dosetaksel ¢ozeltilerinin U87 hiicrleri tizerindeki sitotoksisiteleri
belirlenmistir (Sekil 4.18.). Bunun i¢in 12.5, 25, 50, 75, 100, 125, 150 ve 200 uM
konsantrasyonlarda kurkumin ve 0.039, 0.078, 0.15, 0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5 ve 10
uM dosetaksel farkli siirelerde inkiibe edilerek (24, 48, 72, 96, 120 ve 144.saatlerde)
toksisitesileri MTT yo6ntemi ile dl¢tilmiistiir. Kurkumin igin en yiiksek sitotoksisite
degeri 72.saat inkiibasyon sonrasi bulunmus ve IC 50 degeri 123.6 uM olarak
belirlenmistir. Dosetaksel etkin mekanizmasindan dolayi (sitostatik) 120.saatten sonra
IC 50 degeri hesaplanabilinmis ve 0.0054 uM olarak bulunmustur (Sekil 4.19. ve Sekil
4.20.).

Dosetaksel:kurkumin en uygun oranin1 tespit etmek i¢in DTX 0.07 puM
konsantrasyonunda sabit tutlmus, kurkuminin ise 25 uM, 50 uM ve 75 uM
konsantrasyonlarinda ortama eklenerek U87 hiicrelerinde MTT yoOntemi ile 72.saatte
sitotoksisiteleri olglilmistiir. Sonuglar Sekil 4.21.’de gosterilmistir. Elde edilen
sonuglarda konsantrasyona bagli olarak kurkumin U87 hiicrelerinde dosatakselin
sitotoksisitesi belirgin olarak arttirdigi bulunmustur. 25 uM ve 50 pM kurkumin
konsantrasyonlar1 arasinda sitotoksisitelerde anlamli bir fark (p > 0.05)
gozlenmemistir. Kombine halde ilag uygulandiginda 0.07 uM dosetaksel + 50 uM
kurkumin ve 0.07 uM dosetaksel + 75 uM kurkumin arasinda da anlaml bir fark
bulunmamustir (p> 0.05).

Kurkumin ve dosetaksel yiiklii PLGA NP U87 hiicrelerindeki sitotoksisite sonuglari
Sekil 4.22.”de gosterilmistir. Burada elde edilen sonuglarda, kurkumin ve dosetakselin
tek basina enkapsiile edildigi NP’lere gore kombine ilag igeren NP’lerin sitotoksisitesi
cok daha yiiksek bulunmustur. 75 pM kurkumin 50 pM konsantrasyonlar1 arasinda

kombine halindeyken anlanmli bir fark olmadig1 i¢in deneyden ¢ikarilmastir.
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Sekil 4.18. Kurkumin ¢6zeltinin U87 hiicre hati a) 48.saat ve b) 72.saatlerde

sitotoksisite



97

100
90
80
70
60
50
4

%Canlilik

o

3
2

o O

1

o

DTX, 120. Saat Canhlik Grafigi

54,10 5551 5337

49,87
, 47,70
T 44,11
I I I I I I 3i1 4i5 4i5
10 5 2,5 0,0

1,25 0,625 0,3125 0,15 7 0,039
DTX Konsantrasyon (UM)
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Sekil 4.18. Zamana bagl dosetaksel U87 hiicrelerde sitotoksisite degisimi
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4.10.3. Nanopartikiillerin Hiicre icine Alimlarinin incelenmesi

Floresan 6zelligi ve hidrofobik 6zellikte olmasindan dolay: tercih edilen nil
kirmiz1 PLGA NP’lere enkapsiile edileren nanopartikiil formiilasyonlarinin hiicre igine
alimlar1 hem akim sitometri hemde floresan mikroskop kullanilarak bEnd.3 ve U87

hiicre hatlarinda incelenmistir.

Akim sitometri ¢aligmalar1 i¢in polisorbat 80 kaplamali ve kaplamasiz PLGA NP
formiilasyonlar1 30 dk, 1,2, 4 ve 8 saat inkiibasyon sonrasi nicel olarak hiicre igine
alim miktarlari tayin edilmistir. Alim miktarlar1 karsilastirilirken hiicrelerin ortalama
floresan yogunlugu (MFI) 6l¢iilmiistiir. Sonuglar U87 ve bENnd.3 hiicre hatlar1 igin
Sekil 4.23. ve 4.24.de gosterilmistir.
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Sekil 4.23. U87 ve bEnd.3 hiicrelerinde polisorbat 80 kapli ve kaplama olmayan

PLGA NP’lerin ortalama floresan yogunluklarina histogram sonugclari.
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Sekil 4.24. a) U87 ve b) bEnd.3 hiicrelerinde kapli ve kapsiz PLGA NP’lerin ortalama

floresan yogunluklarina gore hiicreye alim grafikleri.
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Formiilasyonlarin akim sitometri ile nicel olarak hiicre i¢ine alim miktarlar1 tespit
edildikten sonra, bu sonuglar géz oniinde bulundurularak formiilasyonlarin 4 saat
inkiibasyonu sonrasi floresan mikroskobu ile goriintiileme calismalar1 yapilmstir.
Nanopartikiillerin hiicrenin hangi bolgesinde lokalize oldugunun belirlenmesi
amaciyla hiicre c¢ekirdekleri DAPI ile boyanmustir. Sonuglar Sekil 4.25°de
gosterilmigtir.  Nil kirmizis1  ile yiikli partikiillerin =~ ¢ogunlukla hiicrenin
sitoplazmasinda bulundugu goézlemlenmistir. Floresan 1simanin polisorbat 80
kaplamali PLGA NP’lerde akim sitometredeki sonuglar1 destekleyerek sekilde daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Kaplama Yok Polisorbat 80 Kaplamali

Sekil 4.25. bEnd.3 ve US87 hiicre hattina uygulanan polisorbat 80 kaplamali ve

Bend.3

kaplamasiz formiilasyonlarin kirmizi ve mavi kanaldaki goriintiileri ile bu goriintiilerin

birlestirilmis halleri.
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4.11. InVivo Cahsmalar

2 saat sonunda kapli kapsiz, kapli ve otodloresan gruplarindaki farelere ait
organlarinin (Beyin, karaciger, akciger, kalp, bobrekler ve kalp) in vivo goriintiileme
sisteminde verdikleri floresan intesite degerlendirildiginde; polisorbat 80 ile kaplamis
nanopartikiillerin intensitelerinin kaplanmamis nanopartikiillere gére daha yogun
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.26). Diger organlar incelendiginde ise polisorbat 80 ile
kapli olmayan nanopartikiillerin karacigerde daha fazla yogunlastig1 gézlemlenmistir

(Sekil 4.27).

Otofloresan

Sekil 4.26. 2. saatin sonunda kapli ve kapsiz nanopartikiillerin beyin intesitelerinin
karsilastirilmasi. A) polisorbat 80 kaplamasiz flamma 774 yiikli PLGA NP ve B)
polisorbat 80 kapl1 flamma 774 yiiklii PLGA NP (n = 3).
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Otofloresan

1

|
gl
o |

Sekil 4.27. 2. saatin sonunda kapli ve kaplamasiz nanopartikiillerin biyodagilimlari.
A) polisorbat 80 kaplamasiz flamma 774 yiiklii PLGA NP ve B) polisorbat 80 kapli
flamma 774 yiikli PLGA NP.
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5. TARTISMA

5.1. Kurkumin ve Dosetaksel Etkin Maddelerin Analitik Yontem Gelistirme ve

Validasyonu

Tez kapsaminda olan dosetaksel ve kurkumin fizikokimyasal ve spektral
ozellikler bakiminda birbirinden farklidir. Ultraviyole (UV) ve goriiniir bolge (GB)
dalga boylarinda spektrumlar1 incelendiginde dosetaksel ve kurkumin maksimum
absorbans verdigi dalga boyu sirasiyla 230 nm ve 425 nm’tir. Kurkumin UV
bolgesinde ¢ok az absorbans verirken dosetaksel GB dalga boylarinda absorbans
vermemektedir, bu sebeple miktar tayini yontemi gelistirilirken iki ayri analitik
yontem gelistirilmek zorunda kalinmistir. Dosetaksel miktar tayini i¢in Avrupa
Farmakope 9.0 (EP 9.0) monografi incelenmistir. Monografinda yer alan gradient bir
HPLC analitik yontemi yerine isokratik ve analiz siiresi daha kisa olan bir yontem
gelistirilmistir. Analitik yontem validasyonu ICH Q2 kilavuzuna uygun degerlendirme

parametrelere gore yapilmistir.

Kurkumin miktar tayini ise nispeten daha zor ve karmasiktir. Kurkumin ve
diger iki tiirevini oncelikle ayirmasi ve sonra miktar tayini yapilmasi gerektigi i¢in UV
absorbasiyon yerine HPLC-UV yontemi segilmistir. Kurkumin yapisinda bulunan
metoksi gruplarin sayesinde C-18 kolonunda daha fazla tutunarak diger tiirevlere gore
daha uzun tutunma siiresine sahiptir. Basarili bir sekilde ayirdiktan sonra analitik
yontem validasyonu ICH Q2 kilavuzuna uygun degerlendirme parametrelere gore

yapilmistir.

5.2. Dosetaksel ve Kurkumin Yiiklii Nanopartikiillerinin Optimizasyonu: Box-

Behnken Deney Tasarimi

Geleneksel formiilasyon gelistirme ¢alismalarindaki cok 6nemli bir dezavantaj,

her bir deneyde yalniz bir faktorii degistirip diger farktorler sabit kalmasi
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gerekliligidir. Dolayisiyla deney saysi ve maliyeti yiikselir ve faktorler arasi
etkilesimler de incelenememektedir. Daha fazla faktor kapsayarak deney sayisini
diisiirmek igin literatiirde bir¢ok yontem bulunmaktadir (166, 176). Kritik parametreler
belirlenmis olmasindan dolayi, ana amacimiz formiilasyon faktorlerin kritik
parametreler iizerindeki etkilerinin matematiksel olarak anlasilmasi ve nihayetinde
formiilasyon optimizasyonudur. Bu sebeplerden otiiri formiilasyon optimizasyonu
ikinci dereceden etkilesimleri ve {igten fazla bagimsiz degisken ile ¢alisildiginda daha
az deneme ile sonug alinabildigi i¢in Box-Behnken yontemi se¢ilmistir. Yapilan
Oncaligmalar ve literatiir arastirmasi ile bagimsiz degisken ve degerlerine karar
verilmistir. Bagimsiz degiskenler ve 3 farkli seviye degerleri (diisiik, orta ve biiyiik
olmak {izere) Tablo 3.3.’te verilmistir. Sabit olarak tutulan degerler ve proses
parametreleri Tablo 3.4.°te 6zetlenmistir. Her bir formiilasyonda su miktar1 sabit
tutularak batch biiylikliigii aym biiyiiklikkte sabitlenmistir. Yukarida bahsedilen
degerleri belirterek minitab 17 ® kullanilarak olas1 15 formiilasyon olusturulmustur
(Bkz. Tablo 3.5.). Formiilasyonlari degerlendirmek igin bagimsiz degisken olarak
minimum partikiil biiylikliigli ve polidispersite (PDI) ve maksimum kurkumin
enkapsiilasyon etkinligi kullanilmistir. Dosetaksel enkapsiilasyon etkinliginin
formiilasyon optimizasyonu i¢in degerlendirilmemesinin sebebi, dosetakselin diisiik
miktarda kullanilmasi ve Ongalisma sonuglarinda bagimsiz degiskenler {izerine
anlaml bir degisiklik olugturmamasidir. Zeta potansiyeli de ayni sekilde, kurkumin,
dosetaksel ve PLGA miktarlarin degisikliklerine gére anlamli bir fark olmadig: i¢in
ongalismalarda gosterilmistir. 15 formiilasyondan elde edilen sonuglarinin
degerlendirilmesinde ve bagimsiz degisken-bagimli degisken arasindaki etkilesimleri
gostermek icin Minitab yazilimi yardimu ile her bir bagimsiz degisken i¢in denklem
olusturulmustur. A, B ve C bagimsiz degiskenlerin Y1, Y2 ve Y3 cevaplarinm
tanimlayabilme korelasyon olarak (model uyumu) R2 degerleri ile degerlendirilerek
partikiil bliylikligtinii ve PDI degerlerinden olusturulan model ile anlamli bir sekilde
uyumlu iken kurkumin enkapsiilasyonu ise uyumsuz oldugu ortaya g¢ikmustir.
Faktorlerin ana etkileri degerlendirildiginde kurkumin ve dosetaksel yiiklii
nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigli ve PDI iizerinde en anlamli etkiye sahip
faktorler sirastyla yag/su orani, PLGA konsantrasyonu ve kurkumin konsantrasyonu

olmustur. Kurkumin konsantrasyonunun partikiil biiyiikliigii iizerindeki etkisi
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anlamsiz olarak degerlendirilmistir (p > 0,05). Istenilen partikiil biiyiikliigii ve PDI
degerlerine ulasabilmek igin hedef fonksiyonu kullanilmistir. Hedeflenen degerler
yag/su orani, kurkumin konsantrasyonu ve PLGA konsantrasyonu igin sirasiyla
0.11ml/ml, 5 mg/ml ve 47 mg/ml olarak belirlenmistir. Bu degerlere gore minitab
istatistiksel yazilimi kullanilarak optimum formiilasyon elde edilmistir (Bkz. Tablo
4.6.). Yazilim araciligi ile tahmin edilen ve deney ile bulunan degerler (151,2-144,1
nm ve 0,057-0,063) arasinda hata ytizdesi partikiil biiyiikligii ve PDI degerleri i¢in
strastyla %4.93 ve %9.52 olarak hesaplanmistir.

5.3. Dosetaksel-Kurkumin Yiiklii PLGA Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi ve

Karakterizasyonu

Tez kapsaminda gelistirilen dosetaksel-kurkumin yiiklii PLGA NPler, etkin
maddeler hidrofobik 6zellikte olduklar1 i¢in primer emiilsiyon hazirlama yontemi
kullanikarak hazirlanmistir. Formiilasyon bilesenleri literatiir ve dncalisma sonucunda
organik faz olarak su ile karisabilen etil asetat, NP polimeri olarak biyouyumlu PLGA
ve emiilsifiye edici ajan olarak PVA secilmistir. poli(laktit-ko-glikolit) (PLGA) bazli
nanopartikiiller, biyouyumlulugu, disiik toksisitesi ve yiiksek hidroliz oranlari
nedeniyle segilmistir (177). Uniform boyut dagilimma sahip, kiigiik boyutlu NP
olusmasindan kaynaklanan ve NP emiilsiyonu {izerinde miikemmel stabilize edici
Ozelliklere sahip emiilsiyonlar stabilize etmek i¢in yaygin olarak kullanilan iyonik
olmayan siirfaktan poli(vinil alkol) (PVA) segilmistir (178). PVA konsantrasyonunun
NP karakterizasyon 6zellikleri tizerindeki etkileri daha iyi anlagilabilmesi i¢in, yapilan
Oncalismada farkli konsantrasyonlarda PVA kullanilarak NP karakterizasyonu
yapilmistir. En yiiksek olarak se¢ilen %1 PV A konsantrasyonunda partikiil biiyiikliigii
nispeten daha yiiksek bulunmasina ragmen PDI degerleri daha diisiik ve stabiliteleri
daha yiiksek bulunmus ve bu durumun literatiir bilgiler ile uyumlu oldugu
saptanmistir(179). Etil asetat, oldukga tekrarlanabilir boyutlara sahip ve nispeten dar
polidispersite indeksine sahip PLGA NPler hazirlandigi igin segilmistir (179, 180).
Primer emiilsiyonun olusmasi i¢in ultrasonik prob ile ses dalgalar1 kullanilmistir. Ses

dalgalarin giicii, siiresi ve araliklart NP karakterizasyon degerlerini etkilemektedir.
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Oncalisma ve literatiir arastirmas1 sonucu, ses dalgalarinin giicii diisiik, siiresinin
yiksek ve fazla araliklarda olmast PLGA bozulma riskini en diisiik Seviyeye
distirdiigii, partikiil ~stabilitesini  arttirdigt  ve PDI  degerini  disiirdiigi
saptanmistir(181).

Partikiil bityiikliigii, Morfolojisi ve Zeta Potansiyeli

Box-Behnken optimizasyon ¢aligmalarinda elde edilen biitiin ortalama partikiil
biyikligi, polidispersite ve zeta potansiyeli verileri DLS analizi ile
gergeklestirilmigtir. Optimum bos PLGA NP formiilasyonunun partikiil biyikligii,
PDI ve zeta potansiyel degerleri sirasiyla 128.9 nm, 0.029 ve -9.81 mV iken dosetaksel
ve kurkumin eklenince 151.2 nm, 0.057 ve -13.67 anlamli bir artis (p < 0.05)
gozlemlenmistir. CCM ve DTX yiiklenmesi partikiil biiylikliigiinii arttirarak ¢ok diigiik
bir degerde bile olsa bir miktar agregasyon gostergesi olarak PDI degeri de artmistir
(182). DLS anazlilerinden sonra yiizey morfolojisini incelemek i¢cin SEM ve partikiil
boyutu ve seklini incelemek icin TEM goriintileri alinmistir. SEM ve TEM
analizlerden elde edilen goriintiilerde NP ylizey ve sekli kiireseldir. Ancak partikiil
biiyiikliikleri, DLS sonuglara kiyasla daha diisiik oldugu tespit edilmistir. DLS soz
konusu oldugunda, teorik olarak, bir partikiil s1v1 bir ortamdan gectiginde, ¢dziicliniin
ince bir elektrikli dipol katmaninin ylizeyine yapistigin1 belirtmektedir. Bu katman,
partikiiliin ortamdaki hareketini etkiler. Bu nedenle hidrodinamik ¢ap, herhangi bir
kaplama malzemesi ve partikiile baglanan ¢oziicii tabakasi ile birlikte brownian
hareketinin etkisi altinda naopartikiil hakkinda bilgi vermektedir. SEM ve TEM ise
dogrudan partikiiliin 6ngoriilen alan ¢ap1 hakkinda bir tahmin etmektedir. SEM ve
TEM ile boyutu tahmin ederken, bu hidrasyon tabakasi mevcut degildir, bu nedenle
sadece partikiil hakkinda bilgi alinmaktadir. PLGA NPlerin etrafinda olusan hidrasyon
tabakasindan dolay1 DLS analizi ile elde edilen NP boyutu SEM/TEM goriintiilerden
daha biiyliktiir. Benzer sonu¢ ve yorumlar literatiirde bulunmaktadir (183, 184). DLS
analizinde nanopartikiillerin sividaki davranigina gore bir partikiil biiyiikligii 6l¢tim
yapildig1 i¢in biyolojik sivilardaki davranisini ve hareketlerini daha iyi temsil

edebildigi disiiniilmektedir.
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Polisorbat 80 kaplama isleminden sonra, bos ve dosetaksel-kurkumin yiiklii PLGA
nanopartikiil boyutlarinda sirasiyla 16.5 nm ve 12.5 nm anlamli (p < 0.05) bir artis
gozlemlenmistir (Bkz. Tablo 4.12.) . Polisorbat 80 kaplama isleminden sonra, bos ve
dosetaksel-kurkumin yiiklii PLGA nanopartikiil zeta potansiyelleri sirasiyla +0.13 mV
ve +0.87 mV istatistiksel olarak anlamsiz (p > 0.05) bir artig gbzlemlenmistir (Bkz.
Tablo 4.13.) . Partikiil biiylikligli ve zeta potansiyeldeki degisim polisorbat 80

kaplamanin gergeklestiginin gostergelerinden biri olarak diisiiniilmektedir.

Polisorbat 80 Kaplama ve Miktar Tayini

Pasif timor hedeflendirme stratejilerini gelistirmek igin, PLGA bazli NP'lerin
dis ylizeyi gesitli kaplamalar materyaller denenmistir. Kandaki kalis siiresini uzatmak
icin Polisorbat 80, PEG ve poloksamerler gibi hidrofilik polimerler ile PLGA
NP'lerinin ylizeyi kaplanmaktadir. NP'ler {izerindeki bu hidrofilik molekiiller gizli
(stealth) ozellikler kazandirarak, retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan fagositik
alimdan kag¢inilmasina ve sistemik dolasimda uzun siire kalmasini saglamaktadir(185).
Polisorbat 80 adsorbsiyon miktarinin PLGA foksiyonel gruplarina (ester veya asit ug)
bagli olup olmadigini incelemek i¢in polisorbat 80 miktar tayin ydntemi
gelistirilmistir. Her iki PLGA tiirii i¢in elde edilen polisorbat 80 adsorbsiyon miktar
degerleri arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir (Bkz. Tablo 4.11.). Ester uclu
PLGA bEnd.3 endotel hiicrelerinde daha az sitotoksik oldugu igin diger tim
calismalarda ester u¢lu PLGA NP kullanilmustir.

Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometre (FTIR) Analizi

Formiilasyon optimizasyon ¢aligmalar1 yapildiktan sonra optimum dosetaksel
ve kurkumin yiiklii PLGA nanopartikiil formiilasyonunun FTIR analizleri yapilmistir.
Dosetaksel, kurkumumin ve PLGA polimeri arasinda herhengi bir etkilesim olup

olmadigin1 ve etkin maddeler yiiklendikten sonra olusan nanopartikiillerde degisim
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incelenmistir. Dosetaksel nanopartikiiller, kizilotesi spektrumlar1 sekil 4.10.'de
gdsterilmistir. Dosetakselin ana piki (ester germe) 1722 cm *'de, C = C gerilmesinden
dolay1 kurkumin Kkarakteristik piki 1628 cm™de ve PLGA Kkarboksilik asidin
karakteristik titresimi 1760 cm™’de gozlemlenmistir (186, 187). Dosetaksel ve
kurkumin yiiklii PLGA nanopartikiillere bakinca, kurkumin ve dosetaksele 6zgii pikler
belirgin bir sekilde siddetleri azalmigtir. Kurkumin ve dosetakselin nanopartikiillere
tamama yakin enkapsiile olmasi dolayisiyla bu piklerin siddetlerinin azaldig:
diistiniilmistir. PLGA CH gerilmesinden dolay1 karakteristik pik (2885-3010 cm-1)
2985 cm-1 gozlemlenmis olup polisorbat 80 kaplamasindan sonra giicii belirgin bir
sekilde azalarak kaplamanin gergeklestigini dogrulamistir. Dosetaksel, kurkumin,
dosetaksel-kurkumin, PLGA, dosetaksel-kurkumin-PLGA fiziksel karigimi ve
dosetaksel ve kurkumin yiiklii nanopartikiilleri ile yapilan FTIR g¢aligmalarinda da
kimyasal gec¢imsizligin bir gostergesi olabilecek yeni fonksiyonel gruplara iliskin
pikler gézlenmemistir (188). Tiim FTIR verileri 1s1¢inda 6ncelikli olarak dosetaksel
ve kurkumin yiiklii PLGA nanopartikiillerinin basarali bir sekilde hazirlandig1 ve
sonrasinda polisorbat 80 kaplamanin basarili bir sekilde gerceklestirildigini soylemek

miumkindiir.

Enkapsiilasyon Etkinligi ve In Vitro Salim

Kurkumin stabilitesi normal PBS pH 7.4 ¢ozeltilerde dayaniksiz oldugu igin
%10 FBS salim ortamina eklenerek stabilitesi arttirilmistir (104, 189). Kurkumin
stabilite ¢aligmalarinda 72.saate kadar %10 FBS iceren PBS c¢ozeltisinde yiiksek
stabilite gostermistir. Hem dosetaksel hem de kurkumin hidrofobik yapilarindan
dolay1 sudaki ¢oziintirliikleri diisiiktiir. Sink kosulunu saglamak igin salim ortamina
%0,1 polisorbat 80 eklenmistir. Kurkumin-dosetaksel yiikli PLGA NP
formiilasyonlarindan dosetaksel ve kurkumin salim profilleri Sekil 4.14.'te
gosterilmistir. Gosterildigi gibi, dosetaksel, ilk 2 saatlik inkiibasyon sonrasinda
%29,3'liik bir ilk 'patlama’ (burst release) salimi1 gostermis ve 4 giin i¢inde yiiklenen
miktarin %41,84'iini serbest birakmistir. 48 saat sonra ilave dosetaksel salinmamustir.

Bu dosetakselin ilk aniden salimi, PLGA NP'nin en dis katmanlarina ve nanopartikiil
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yiizeyine adsorbe edilen ilag molekiillerinden kaynaklanmaktadir. ilacin difiizyonu,
erozyon, polimer matrisinin sismesi ve polimerin bozulmasi, ilag salimi i¢in ana
mekanizmalar olarak kabul edilmektedir (190). Siirekli salim profili, polimerlerin
yavas bozunma hizina baglanir ve bu nedenle dosetakselin NP'lerden dosetaksel
salinmas1 esas olarak ila¢ diflizyonuna ve matris erozyonuna bagli oldugu
disiiniilmektedir (191, 192). Dosetakselin PLGA NP'lerinden bifazik salim davranisi
baska c¢alismalarda da gosterilmistir (193-195). Kurkumin ise 4 giin i¢inde yiiklenen
miktarin %78,9'unu aci8a ¢ikarak daha yavas ve siirekli bir salim profili gostermistir.
[k 18 saat boyunca yaklasik %51,8, takip eden 96 saat boyunca ise %78,9 kurkumin
salinmigtir. Daha siirekli bir salim olmasina ragmen yine de bifazik bir salim grafigi

olarak degerlendirilmistir (196).

Ilag salim mekanizmasi, in vitro ¢dziinme verileri gesitli kinetik modellere
uydurularak bulundu ve salim eksponenti, kinetik sabit ve regresyon katsayisi
degerleri belirlenmigstir. Sifir derece, birinci derece, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas,
optimum NP formiilasyonundan ilag salimini belirleyen baslica modellerdir ve en

uygun modeli se¢me kriterleri, regresyon katsayisina dayalidir.

Dosetaksel ila¢ salim modeli Higuchi modeline uymaktadir (R?=0.9017).
Higuchi tarafindan gelistirilen matematiksel iliskiler, bir diflizyon ortamina génderilen
homojen matrislerde dagilmis aktif maddeler ile ilgilidir. Higuchi, matristeki diisiik
konsantrasyonda aktif madde ¢Oziiniirlik ve salim matrisin gozenekliliginden

(pargalamasindan) kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Kurkumin salim modeli olarak Korsmeyer Peppas modeline uymaktadir
(R?=0.9652). Korsmeyer Peppas yasasi modeli, salim mekanizmasi bilinmediginde
veya birden fazla ilag salimi fenomeni tiirii s6z konusu oldugunda polimerik

sistemlerden ilag saliminin incelenmesi igin yararlidir (197).

5.4. Hiicre Kiiltiir Calismalar

5.4.1. Dosetaksel ve Kurkumin i¢cermeyen PLGA Nanopartikiillerinin

biyouyumluluklarinin incelenmesi
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Biyolojik olarak parcalanabilir bir polimer olan polilaktik-ko-glikolik asidin
(PLGA) ilag tasiyici sistem olarak kullanilmast  ¢ok yogin olarak arastirlmaktadir
(198). PLGA, yiiksek derecede biyouyumlu, FDA onayl1 bir polimer ailesidir (199,
200). PLGA ile hazirlanan nanopartikiiller; farkli PLA/PGA oranlarina ve ug
gruplarina (ester veya asit) sahip olabilmekte ve partikiil biyiikligi, sekli, yiizey
morfolojisi, zeta potansiyeli gibi partikiil 6zellikleri degistirilebilmektedir (201, 202).

Bu tez kapsaminda, hazirlanan PLGA nanopartikiillerin biyouyumluluklarinin
incelenmesi i¢in bENd.3 fare endotel hiicreleri kullanilmistir. PLGA ug¢ gruplarinin ve
polisorbat 80 kaplamanin sitotoksisite {izerindeki etkilerini gérmek amaci ile
biyouyumluluk ¢alismalart yapilmistir. Asit uglu PLGA NP, ester u¢lu PLGA NP,
polisorbat 80 kapli asit uglu PLGA NP ve polisorbat 80 kapli ester uglu PLGA NP
cesitli konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat siire inkiibasyon sonrasinda bEnd.3
hiicrelerindeki sitotoksisteleri MTT yontemi ile incelenmistir. %80 iizerinde canlilik
gosteren konsantrasyonlar, giivenli olarak degerlendirilmistir. Asit u¢lu PLGA NPler
ester uglu PLGA NPlere gore daha yiiksek sitotoksisite gostermistir. Ayrica, polisorbat
80 kapli olan PLGA NPler, kaplamas: olmayanlara goére daha sitotoksik oldugu
gozlemlenmistir. Polisorbat 80 kaplamasindan sonra PLGA NPlerin hiicre igine
alimlart artacagindan, buna bagli olarak toksisitenin artmis olabilecegi
diistiniilmektedir. 72 saat inkiibasyon siirenin sonunda biitiin formiilasyonlarin 0.312
uM ve altindaki konsantrasyonlarda giivenli oldugu bulunmustur. In vitro hiicre kiiltiir
deneylerinde kullanilan ester uglu PLGA NPler, polisorbat 80 kaplanmasindan
bagimsiz olarak 1.25 pM ve altindaki konsantrasyonlarda giivenli olarak
degerlendirilmistir. Takip eden hiicre kiiltiir calismalarinda ilaglar1 enkapsiile etmek
icin gerekli PLGA miktarlart i¢in canliligin %80°nin {izerinde olmasina dikkat
edilmistir. (Bkz. Sekil 4.16.). Bu sonuglar beklenildigi {izere bos PLGA NP’lerin doz
bagimli olarak bir toksisite gosterdigini fakat dosetaksel ve kurkumin tasinmasi i¢in

gerekli konsantrasyonlarda belirgin bir toksisiteye maruziyet vermedigini gdstermistir.
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5.4.2. Dosetaksel ve Kurkumin Yiiklii Nanopartikiillerin Sitotoksisitelerinin

Incelenmesi

Nanopartikiillerin etkinlikleri karsilastirilirken oncelikli olarak dosetaksel ve
kurkumin ¢ozeltilerinin U87 hiicre hattinda IC50 degerleri bulunmustur. Dosetaksel
sitostatik etkisinden dolay1 24 saat, 48 saat, 72 saat, 96 saat ve 120 saat olmak tizere
bes farkli siire boyunca hiicrelerle inkiibe edilmis, 24, 48 ve 72. saat sonunda
hiicrelerde canlilik %50 degerinin altina inmediginden bu zaman noktalarinda IC50
degerleri hesaplanamamustir (Bkz. Sekil 4.19.). 120 saat sonunda dosetakselin U87
glioma hiicrelerinde IC 50 degeri 5.2 nM bulunmustur (Bkz. Sekil 4.18.). Kurkumin
¢ozeltisinin ise 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda sadece 48 ve
72.saatten sonra canlilik degeri %50 nin altina diismiistiir. 48.saat ve 72.saat sonunda

kurkumin ¢6zeltisi IC50 degerleri sirast ile 71.11 uM ve 40.08 uM bulunmustur.

Yukaridaki bilgiler 1s1ginda dosetaksel ve kurkuminin kombine halde, U87 hiicre
hattinda sitotoksisiteleri incelenmek amaci ile 72 saat, 96 saat ve 120 saat
formiilasyonlar inkiibasyon edilmistir. Dosetaksel konsantrasyonu 0.07 pM sabit
tutularak, 25 uM, 50 uM ve 75 uM kurkumin konsantrasyonlari (IC50 degerin altinda
ve lizerinde) hiicrelere uygulanmistir. Sitotoksisite degerleri en diisiikten en yiiksege
dogru sirast ile 0.07 uM DTX ¢ozeltisi, 25 uM, 50 uM ve 75 uM CCM ¢dozeltileri,
0.07 uM DTX + 25 uM CCM ¢ozeltisi, 0.07 uM DTX + 50 uM CCM ¢ozeltisi ve 0.07
uM DTX + 75 uM CCM ¢ozeltisi olarak bulunmustur (sekil 4.20.). 0.07 uM DTX +
50 uM CCM ¢ozeltisi ve 0.07 uM DTX + 75 uM CCM ¢ozeltileri arasinda anlamli bir
fark (p < 0.05) bulunmadigi igin 75 uM CCM NPlere yiiklenmemistir. Elde edilen bu
veriler 1s181nda kurkuminin belirtilen bu 2 konsantrasyonu (25 uM ve 50 uM) ile 0.07
uM dosetaksel icerecek sekilde PLGA NP formiilasyonlar hazirlanarak hiicrelere
uygulanmistir (Bkz. Sekil 4.21.). 72.saat sonunda dosetaksel ¢ozeltisinin toksisite
degeri %49,9 iken 25 uM CCM ve 50 uM CCM ile kombinasyonunda sirasi ile %23,4
ve %6,4 oranina diigmiistiir (yaklasik olarak 25 uM CCM igin 2 kat ve 50 uM CCM
icin 6 kat toksisite artis). Dosetaksel ¢ozeltisi, dosetaksel yiiklii PLGA NPe gore daha
toksik bulunmustur. Ayni1 sekilde 0.07 uM DTX ve 25 uM CCM kombine ¢dzelti, 0.07
uM DTX ve 25 uM CCM yiiklii PLGA NPlerden toksisitesi daha yiiksektir. Tam tersi
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olarak 0.07 uM DTX ve 50 uM CCM yiiklii PLGA NP, 0.07 uM DTX ve 50 uM
kombine ¢ozeltiye gore toksisitesi daha yiiksek bulunmustur. Bu durumun dosetaksel
yiikli PLGA NPlerden yavas ve siirekli dosetaksel salimindan kaynaklandigini
diistiniilmektedir. Polisorbat 80 kaplamanin U87 hiicrelerinde toksisiteyi bir miktar

arttirmis olmasina ragmen anlamli bir bir fark yaratmamistir (p> 0.05).

Literatiirde ¢esitli ¢alismalarda dosetaksel ve/veya tiirevi olan paklitaksel ve kurkumin
kombine halde beyin kanser dahil olmak iizere, ¢esitli kanser tedavisinde kullanilmak
tizere incelenmistir (203-205). Kurkumin, proliferasyonun inhibisyonu, apoptozu
indiikleme, invazyon ve metastazi inhibe etme ve anjiyogenezi azaltma ozellikerlinde
doaly1 glioblastoma gibi beyin kanser tiimorlerinde antineoplastik 6zellige sahip
oldugu gosterilmistir (206-208). Kurkumin sadece kanser hiicrelerin olugmasini
onlemek ve normal hiicreleri kemoterapiye bagli hasarlardan korumasinin yaninda,
kullanilan kemoterapoétikleri duyarli hale getirerek kemoterapinin klinik etkinliginide
arttirmaktadir (209, 210). Bu ¢alismalarda genel itibari ile kurkuminin, dosetaksel
diren¢ mekanizmasinin istesinden gelinmesinde uygulanan kemoterapi dozunu
azaltarak uygun bir aday oldugu goze carpmaktadir. Yapilan tez ¢calismasi kapsaminda
da daha oOnce literatiirde karsilasilmayan bir nanopartikiiler ilag tasiyici sistem
tasarlanarak kurkumin ve dosetaksel tasinmasi saglanmis ve literatiir verileriyle

ortiisiir sekilde sinerjestik bir etki elde edilmistir.

5.4.3. Nanopartikiillerin Hiicre i¢ine Almlarmin incelenmesi

Nanopartikiillerin hiicre i¢ine alimlar1 belirlenirken tez c¢alismalarinda
kullanilan bEnd.3 endotel hiicre ve US87 glioma hiicre hatlar1 kullanilarak
nanopartikiillerin hiicre i¢ine alimlar1 floresan mikroskop ve akim sitometri
calismalariyla arastirilmistir. Polisorbat 80 kaplamanin etkinliginin arastirilmasi i¢in
oncelikli olarak iki hiicre hatt1 kullanilarak akim sitometri cihazi ile polisorbat 80
kaplamali nil kirmizis1 yiikli PLGA NP ve kaplama olmayan nil kirmizis1 yiiklii PLGA
NP gruplarinin sayisal olarak hiicre i¢cine alim oranlar1 karsilastirilmistir. Her iki hiicre

hattinda da polisorbat 80 kaplamasi olan PLGA NPler daha yiiksek oranda hiicre igine
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girmigtir. 30.dk, 1.saat, 2.saat, 4.saat ve 8.saat ortalama floresan yogunluk (MFI)
degerleri incelendiginde 4 saat inkiibasyon sonunda en yliksek hiicre i¢in alim
gbzlemlenmistir. 1 saat sonra her iki hiicre hattinda da polisorbat 80 kaplamali PLGA
NP, kaplama olmayan PLGA NPlere gore hiicre icine alimlar1 daha yiiksek
bulunmustur (Bkz. Sekil 4.22.). Bu sonuglarda polisorbat 80 kaplamanin hiicre igine
alim arttirdigin1 gostermektedir. Tez ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlart diginda da
polisorbat 80 ile PLGA nanopartikiillerini hiicre i¢ine alimimin arttirilabilecegini

gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (211-215).

Formiilasyonlarin PLGA NPlerini hiicrenin hangi bolgesini tagidigini gérmek ve akim
sitometri ¢alismalarin1 desteklemek amaciyla formiilasyonlarin 4 saat inkiibasyon
sonrast floresan mikroskobuyla goriintiileri de alinmistir. Yapilan c¢alismalar
sonucunda akim sitometri sonuglarini destekleyen sonuglar bulunmus, ayrica PLGA
NPler ve nil kirmizi genel itibari ile sitoplasmada lokalize oldugu tespit edilmistir.
bEnd.3 hiicrelerde polisorbat 80 kaplamali ve kaplama olmayan PLGA NPlerde boya
salim1 gozlenmemis ama U87 hiicrelerinde sitoplazmada salinan boya agik bir sekilde
gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 4.23.). Hiicre igine alim ile ilgili yapilan tiim bu ¢aligmalar
sitotoksisite verilerini destekleyici sekilde olup polisorbat 80 kaplamanin

nanopartikiiler sistemin etkinligini arttirdigin1 kanitlayici niteliktedir.

5.5.In Vivo Calismalar

Hiicre kiiltiiriinde elde edilen sonuglarda polisorbat 80 kaplamanin hiicre i¢ine alimi1
belirgin sekilde arttirdigi tespit edildikten sonra in vivo ortamda polisorbat kaplamanin
etkinligi degerlendirilmistir. Polisorbat kapli ve kapli olmayan nanopartikuller farelere
uygulandiktan 2 saat sonrasinda fareler sakrifiye edilerek nanopartikullerin
biyodagilimlari incelenmistir. 2 saat sonunda alinan goriintillerde polisorbat kapli
nanopartikiillerin belirgin bir sekilde beyin dokusunda daha fazla akiimiile oldugu
saptanmistir. Diger dokulardaki dagilimlara bakildiginda ise karacigerde benzer
oranda akiimiilasyon goriintirken, kaplamasi olmayan grupta ise akcigerde
akiimiilasyon oldugu saptanmistir. Bu durum polisorbat 80 kapli PLGA NPlerin RES

organlari tarafindan daha 1yi korundugu ve kanda kalis siiresini arttirmis olabilecegi
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gosterilmistir. Bu durum polisorbat 80 kaplamanin yan etkilerin azaltilmasinda 6nemli

bir faktor olabilecegi de diigiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar su sekilde 6zetlenebilir;

Dosetaksel ve kurkumin yiikli PLGA nanopartikiil 6ncelikle literatiir
arastirmasi ve Ongalismalar sonucunda kritik paramrtreleri olan partikiil
blyiikligi, polidispersite (PDI) ve enkapsiilasyon etkinligi {izerinde
formiilasyon parametreleri olarak organik/su faz orani, ila¢ miktar1 ve PLGA
miktar1 degerlendirilmistir.

PLGA nanopartikiiller tekli emiilsiyon hazirlama yontemi ile hazirlanarak,
beyine taginan ilag miktarini kan beyin bariyerini asarak arttirmak amaci ile
polisorbat 80 kaplama yapilmaistir.

En diisiik partikiil biiyiikliigii, en yiiksek enksapsiilasyon etkinligi ve en diisiik
polidispersite degerlerini elde etmek i¢in Box-Behnken deneysel tasarim
yontemi kullanilarak en optimum formiilasyon belirlenmistir.

Elde edilen optimum partikiil biiyiikligii 151.2 nm, enkapsiilasyon etkinligi
%98 ve polidispersite degeri 0.057 olarak belirlenmistir.

En uygun formiilasyon belirlendikten sonra polisorbat 80 kaplama yapilarak
ve polisorbat 80 miktar tayin yontemi gelistirilerek miktar tayin analizi
yapilmistir.

Elde edilen PLGA ve polisorbat 80 kapli PLGA nanopartikiillerinin
karakterizasyonu i¢in DLS, Zeta Potansiyeli, TEM, SEM, FTIR, in vitro Ilag
Salimi analizleri yapilarak ve tiim karakterizasyon calismalar1 sonucunda
literatiir ile Ortiistir sonuglar bulunmustur.

Karakterizasyon ¢alismalar1 yapilan PLGA ve polisorbat 80 kapli PLGA
nanopartikiillerin biyouyumluluklarinin incelenmesi i¢in bEnd.3 fare endotel
hattinda sitotoksisite analizleri yapilarak ve toksik olmayan dozlarin
konsantrasyonlari tespit edilmistir.

Ester u¢clu PLGA nanopartikiiller asit u¢lu PLGA nanopartikiillere gére bEnd.3
hiicrelerde daha toksik oldugu tespit edilmistir. Polisorbat 80 kaplamasi, PLGA

nanopartikiillerin bEnd.3 hiicrelerinde toksisisteyi arttirmistir.
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o Kurkumin ile kombine dosetaksel, tek basina dosetaksel gore U887 glioma
hiicrelerinde belirgin bir sekilde daha etkin oldugu belirlenmistir.

e Kurkumin ve dosetaksel yiiklii PLGA nanopartikiiller dosetaksel ve kurkumin
cozeltilere gore daha yliksek etkinlige sahiptir.

e PLGA ve polisorbat 80 kaplamali PLGA nanopartikiilleri bEnd.3 ve U87
olmak {iizere iki farkli hiicre hattinda hiicre icine alim c¢aligmalar1 yapilarak,
polisorbat 80 kaplama olan PLGA NPler daha yiiksek oranda hiicreye girdigi
tespit edilmistir.

e Flamma 774 hidrofobik boya ile CD1 farelerde polisorbat 80 kaplamali PLGA
nanopartikiiller, polisorbat 80 kaplamasi olmayan PLGA nanopartikiillere gore
daha yiiksek oranda beyine girdigi tespit edilmistir.

e Kan beyin bariyerini asarak beyine giren polisorbat 80 kaplamali PLGA
nanopartikiiller enjeksiyondan 2 saat sonra en yiiksek miktarda tespit
edilmistir.

e CDL1 farelerde polisorbat 80 kapli PLGA NP diger organlarda kaplamasiz
PLGA NPlere gore daha az akiimiilayon gdstermistir.

Tiim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde polisorbat 80 kaplamali veya
kaplamasiz PLGA nanopartikiillerinin dosetaksel ve kurkumin igeren nanopartikiil
seklinde tasarlanan ilag tasiyici sistemin beyin kanseri olan glioma tedavisi i¢in umut

vadedici bir tedavi sekli olabilecegi sonucuna varilmistir.

Gelecek ¢alismalarda, polisorbat 80 kaplamali ve kaplamasiz PLGA nanopartikiillerin,
kandaki davraniglarini anlamak icin genisletilmis biyodagilim c¢alismalar1 ve

farmakokinetik ¢alismlari siganlarda planlanabilmektedir.
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